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AVANT-PROPOS

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie |étale héréditaire liée a
I'X affectant environ une naissance masculine sur cing mille. Elle provoque une atrophie
musculaire sévere. La DMD est causée par des mutations du gene DMD conduisant a I'absence
d’expression de la protéine dystrophine chez les patients. Cette protéine est essentielle a la
stabilité et a la fonction des myofibres squelettiques et des cardiomyocytes. Les garcons
atteints de DMD développent une faiblesse musculaire au cours des premieres années de leur
vie, puis ils perdent I'ambulation lors de l'adolescence. La dégénérescence musculaire
progressant, des complications plus graves causées par une fonte des muscles respiratoires et
une cardiomyopathie dilatée provoquent la plupart des décés des patients avant I'dge de 40

ans.

Malgré I'identification de I'origine de la maladie liée a la mutation du gene DMD, il y a
prés de quarante ans, il n’existe aujourd’hui aucun traitement curatif. Une prise en charge
multidisciplinaire des patients a néanmoins permis d’améliorer leur confort de vie et permis
d’allonger leur espérance de vie. La prévalence élevée de la DMD et les avancées de la
recherche ont engendré I'émergence de nombreuses stratégies thérapeutiques, qu’elles soient
pharmacologiques, ou basées sur la thérapie cellulaire ou la thérapie génique. Parmi les
stratégies thérapeutiques envisagées, la thérapie génique ayant pour but de restaurer
I'expression de la dystrophine est une approche prometteuse pour le traitement de la DMD.
Les vecteurs issus des virus adéno-associés recombinants (AAVr) sont particulierement
efficaces pour la transduction des fibres musculaires squelettiques ainsi que des
cardiomyocytes. Cependant, I'ADN complémentaire de la dystrophine (ADNc) dépasse
largement la capacité d'encapsidation de ces vecteurs viraux. C'est pourqguoi ont été
synthétisés des transgénes raccourcis codant pour des microdystrophines (MD), protéines
tronquées mais fonctionnelles. Ce concept d’utilisation de MD en remplacement de la
dystrophine complete, comme transgenes thérapeutiques, s’appuie sur I'observation des
patients atteints par la Dystrophie Musculaire de Becker (DMB). Ces patients ont également
une mutation de leur gene DMD, mais qui, contrairement aux patients DMD, respecte le cadre

de lecture de la protéine. La protéine résultant de la traduction est présente mais tronquée, et
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donc partiellement fonctionnelle. Bien que la gravité de la dystrophie musculaire soit trés
hétérogene en fonction des mutations chez les patients DMB, ils présentent une

dystrophinopathie plus légere que les patients DMD.

Notre équipe a participé a la premiere étude décrivant le bénéfice fonctionnel a long
terme d’un traitement de thérapie génique basé sur la délivrance systémique de AAVr-MD chez
le chien Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD), un modele animal de DMD. Quatre
essais cliniques utilisant cette stratégie ont été lancés depuis 2018, et les premiers résultats
rapportés sont trés prometteurs. Ces stratégies compensatoires a I'absence de la dystrophine
permettraient d’atténuer le phénotype dystrophique des patients DMD, pour tendre vers un
phénotype DMB. Cependant elles ne pourront sans doute jamais étre totalement curatives. En
effet, les essais actuels d’AAVr-MD sont basés sur des MD qui sont environ 40% plus petites
que la plus petite dystrophine observée chez un patient atteint de DMB. De plus, la DMB reste
une pathologie, avec une faiblesse musculaire souvent observée dés I'adolescence ou au début
de I'age adulte, et une cardiomyopathie qui reste la cause d’un déces prématuré des patients
avant I’dge de 60 ans. Il est donc urgent de trouver des stratégies thérapeutiques alternatives
ou complémentaires a la thérapie génique-MD qui pourraient traiter a la fois les patients DMD
et DMB. C’'est pourgquoi nous nous sommes intéressés aux évenements précoces et cruciaux de

la pathogenese de la DMD, afin d’en déduire de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.

Le calcium joue un réle essentiel dans la pathogenese de la DMD car la nécrose des
muscles squelettiques est principalement causée par une surcharge intracellulaire en Ca?*. Les
altérations calciques sont des événements trés précoces : elles ont été détectées dans les fibres
musculaires de foetus de garcons DMD et mesurées dans des myotubes DMD humains non
complétement différenciés. La surcharge intracellulaire en Ca?* dans la DMD est principalement
liée a une augmentation de la perméabilité du sarcolemme au Ca?* (SPCa) par I'accumulation
de canaux ioniques perméables au Ca?*. L'identité des canaux impliqués dans I'augmentation
de la SPCa n'est pas encore claire mais des membres de la famille des Transient Receptor
Potential (TRP) ont été proposés comme candidats possibles. La superfamille des canaux TRP
de mammiféres comprend vingt-huit membres qui sont subdivisés en six sous-familles selon

leur homologie de séquence.
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Deux canaux TRP ont retenu notre attention dans le cadre de la DMD : TRPC1 et TRPC3.
Les travaux de cette thése ont porté sur I'étude de I'expression et de la fonctionnalité de ces
canaux dans un modéle animal de la DMD, le rat DMD™, particuliérement pertinent pour
I'’étude de la DMD. Cette étude s’est faite de maniere longitudinale sur des échantillons
musculaires et cardiaques d’une cohorte de rats. Des échantillons musculaires humains de
patients DMD et d’individus sains ont également été analysés. Nous avons ensuite évalué
I'expression de ces canaux en concomitance d’un traitement AAVr-MD sur le rat DMD™,
Finalement, nous avons également élaboré des stratégies thérapeutiques ciblant I'inhibition
des anomalies calciques survenant dans les fibres musculaires dystrophiques via le ciblage de

ces canaux TRP.
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INTRODUCTION

Chapitre | : La Dystrophie Musculaire de Duchenne

|. Les premieres descriptions de la maladie

La Dystrophie Musculaire de Duchenne (DMD) a été décrite par le docteur neurologue
Duchenne qui en arecensé les symptomes dans un ouvrage médical en 1868 (Duchenne, 1868).
Le docteur Duchenne a recensé plus d’une vingtaine de cas de par I'Europe en une dizaine
d’année. Plusieurs noms ont initialement été attribués a cette maladie, le principal étant

« paralysie pseudo-hypertrophique ».

Dans son ouvrage, le Dr Duchenne a décrit le diagnostic de la maladie a partir de criteres
symptomatologiques et anatomo-pathologiques. Il a documenté sa description en appui
d’autres médecins comme les docteurs allemands Schutzenberger et Griesinger ainsi que le
médecin anglais Meryon. Le docteur Duchenne a détaillé la maladie en trois grandes phases
d’évolution durant lesquelles il a préconisé des traitements comme la faradisation, consistant
a l'application de courants électriques dans les membres des patients malades, I’hydrothérapie
et les massages. Parmi les caractéristiques symptomatiques des enfants malades, il a décrit
I’enchainement de mouvements qu’emploient les enfants pour se lever du sol, en s’aidant de
leurs bras. Ce schéma est caractéristique des enfants myopathes, et a été illustré en 1886 par
le docteur Gowers duquel la manceuvre tient son nom (Figure 1.A) (Gowers, 1886). Le Dr
Duchenne a également grandement documenté |'histologie des muscles des malades en
mettant au point un instrument de biopsie musculaire « emporte-piéce histologique » (Figure
1.B). Cet outil lui a permis de réaliser des prélevements musculaires sur des patients vivants,
afin de les observer au microscope. Il a ainsi pu mettre en évidence I'adipose décrite par des
« vésicules granuleuses ». Il a aussi relevé une fibrose marquée chez les patients en décrivant
« I'hyperplasie du tissu connectif-interstitiel avec production de tissu fibroide », ainsi qu’une
anisocytose des fibres musculaires. L’anisocytose consiste en une hétérogénéité du diametre
des fibres musculaires due a la présence simultanée de fibres hypertrophiques avec des petites

fibres centronucléées en régénération (Victor Dubowitz et al., 2020). Afin de discriminer entre
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différents diagnostics, le docteur Duchenne a réalisé une étude comparative de la paralysie
pseudo-hypertrophique par rapport a une autre affection musculaire de I'enfant alors nommée
« atrophie musculaire graisseuse progressive de I'enfant » (et dont on ignore aujourd’hui la
correspondance), qui avait la particularité de débuter a des ages variables par une atteinte des

muscles de la face et du tronc.

Figure 1 : Illlustrations historiques pour documenter la dystrophie musculaire de Duchenne
A. lllustration de la maniére de se relever du sol dans la paralysie pseudo-hypertrophique — Manceuvre de Gowers (Gowers 1886)

B. Schéma des différentes pieces composant 'emporte-piéce histologique ainsi que leur organisation (Duchenne, 1868)

En 1861, le docteur Duchenne a supposé une origine neurologique de la maladie en
mettant en corrélation les symptémes musculaires des patients avec I'état de leur facultés
mentales qu’il jugeait « d’obtuses, quelques fois jusqu’au crétinisme ». Il est revenu sur cette
hypothese aprés avoir rencontré de nouveaux patients ne présentant pas ces caractéristiques
mentales. L'ensemble des médecins ayant travaillé a recenser et décrire la maladie se sont
interrogés sur l'origine vasculaire, pour finalement éliminer cette autre hypothese. Le docteur

Duchenne conclu son étude sur I'origine inconnue et obscure de la maladie (Duchenne, 1868).
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Il.  Les symptomes et I'origine de la maladie de Duchenne

La dystrophie musculaire de Duchenne est la dystrophie musculaire la plus fréquente
chez I'enfant et consiste en une dégénérescence progressive des muscles squelettiques (Figure
2). C'est une maladie génétique récessive liée au chromosome X ou le géne de la dystrophine
est muté, ce qui résulte en I'absence d’expression de la protéine dystrophine. Elle touche donc
presque exclusivement les garcons avec une prévalence d’une naissance masculine sur cing-
mille (Crisafulli et al., 2020). Elle est classifiée comme maladie génétique rare selon la définition
reglementaire européenne, c’est-a-dire touchant moins d’une personne sur deux-mille
(solidarités-sante.gouv.fr). La DMD conduit au décés des patients a un age trés variable mais

ne dépassant que rarement 40 ans. Il n’existe actuellement aucun traitement curatif de la

maladie.
~
&
{ ‘ |
3\ ! il "
Age
(années)
' | v [ \ \
Au cours des 3 premiéres années Al'age de 5 ans, Al'agede 10-12  De nombreux patients ~ Des complications
de la vie, les nourrissons et les une faiblesse ans, plus de 70% nécessitent une cardiaques et/ou
jeunes garcgons atteints de DMD musculaire des garcons assistance respiratoire respiratoires  avancees
présentent des déficits importante est perdent non invasive la nuit entrainent la mort
mesurables de la motricité observée I"'ambulation avant I'age de 15 ans

globale et fine

Figure 2 : Schéma illustrant la progression et les principales étapes de la dystrophie musculaire de Duchenne

Adapté de takeonduchenne.eu

La caractéristique évolutive de la maladie la rend tardivement décelable. Ce n’est que
vers I'age de 3 ans que les enfants sont dépistés sous I'impulsion des parents qui rapportent
différents symptdmes comme par exemple, une marche tardive, des chutes fréquentes, des
difficultés a se relever et monter les escaliers, et un développement intellectuel tardif. C'est a

ce stade précoce de I'ambulation que les enfants développent instinctivement la manceuvre de
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Gowers, caractéristique des enfants myopathes (Chabrol and Desguerre, 2015). Durant ce
stade, les muscles des mollets et spinaux lombaires des patients deviennent anormalement
gros, ce qu’on appelle une pseudo-hypertrophie (Figure 3). Le terme de pseudo-hypertrophie
est employé ici car il ne s’agit pas d’une hypertrophie du tissu musculaire a proprement parler
mais bien d’un remplacement de celui-ci par une
accumulation de tissus fibreux et adipeux, rendant le
muscle plus volumineux. Les patients DMD ont une
démarche dandinante caractéristique avec une
exagération de la courbure lombaire appelée
hyperlordose (Duchenne, 1868). Chez les patients
DMD, les Iésions musculaires provoquent des fuites de
protéines musculaires dans le sang dont on peut
mesurer les taux. Elles peuvent renseigner sur |'état de
dégradation musculaire, et ainsi aider au diagnostic en
servant de biomarqueurs. Les biomarqueurs sanguins
de la DMD dosés classiqguement chez les patients sont

la créatine kinase, qui peut étre dix fois supérieur a la

normale, et les enzymes transaminase aspartate

Figure 3: lustration représentant un enfant atteint aminotrasférases (ASAT) et alanine aminotransférases

de DMD (ALAT) (Darras et al., 1993).

Extrait de Duchenne 1886

Une hétérogénéité clinique existe entre les patients, mais la perte de I'ambulation se
constate généralement vers I'age de 12 ans, ils entrent alors dans la phase non ambulatoire
(dmd-guide.org). A 'atteinte des muscles de la locomotion s’ajoute progressivement |'atteinte
des muscles de la posture provoquant des scolioses et des rétractations tendineuses (Szabo et
al., 2021). Durant ce stade du développement de la maladie, les patients développent une
insuffisance cardiaque se traduisant par une cardiomyopathie dilatée (CMD) ainsi que des
difficultés respiratoires dues a l'atteinte du diaphragme (James et al., 2020; Meyers and
Townsend, 2019). La CMD se caractérise par un déficit de la fonction systolique et diastolique.

Pendant la mise en place de cette cardiomyopathie, la paroi du ventricule gauche s’épaissit
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pour compenser la faiblesse du muscle dystrophique, ensuite il s’affine et se dilate avec I'age.
L'ensemble de ces facteurs rendent les patients DMD plus susceptibles de développer des
infections pulmonaires (Yiu and Kornberg, 2008). Les personnes atteintes de DMD peuvent
aussi souffrir de problémes gastro-intestinaux lourds comme la dénutrition, I'obésité, qui
concerne 40% des patients, la constipation chronique et la dysphagie (Mok et al., 2006; Willig
et al., 1993). Le décés des patients est imputable a plus de 30% au déficit cardio-respiratoire
selon une étude rétrospective menée aux Etats-Unis, avec un age médian de décés a 20 ans

(Wittlieb-Weber et al., 2020).

La dystrophie musculaire de Becker (DMB) comme la DMD est caractérisée par une
faiblesse des muscles squelettiques et une atteinte cardiaque des patients (Capitanio et al.,
2020). Décrite par le professeur Becker en 1955, cette myopathie proche de la DMD se
distingue de celle-ci par une atteinte moins sévere, une progression plus lente de la pathologie,
et une perte de la marche généralement aprés 20 ans (Yazaki et al., 1999). La DMB est une
myopathie rare, dont la prévalence se situe entre 1/18 000 et 1/31 000 naissances et affecte
principalement les garcons (orpha.net). Cette prévalence est probablement sous-évaluée en
raison de I'absence de diagnostic sur les formes les moins sévéeres, voire asymptomatiques
(Yazaki et al., 1999). C'est une dystrophie musculaire avec une trés grande variabilité clinique.
Les patients DMB peuvent souffrir d’une atteinte tres sévere, proche de la DMD, comme d’une
forme tres légere, avec une faiblesse musculaire n’apparaissant que vers 60 ans. Malgré
I'hétérogénéité de I'atteinte motrice les patients DMB ont presque constamment des taux
élevés de créatine kinase sérique (Bello et al., 2016). De plus, 90% des patients Becker
développent des problemes cardiaques, responsables d’environ 50% des déces (Hermans et

al., 2010).

Le diagnostic précoce et précis est la premiere étape pour la mise en place des soins
pour les patients DMD. Lorsque la maladie n’est pas connue dans la famille, c’est a partir de
I’observation des parents sur les difficultés motrices de I’enfant, que le médecin sera le plus
fréeguemment consulté. Il peut ainsi confirmer la faiblesse musculaire et la manceuvre de

Gowers par exemple, puis oriente les parents vers un spécialiste neuromusculaire avec un
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généticien qui proposeront une analyse génétique. Dans d’autres cas plus rares, les parents
consultent le médecin pour un retard de développement cognitif, ou des dosages en ALAT,
ASAT ou CK trop élevés (Aartsma-Rus et al., 2016). Souvent ces derniéres observations ne
permettent pas a elles seules de suspecter directement une myopathie, et induisent souvent

un retard de diagnostic de DMD (Birnkrant et al., 2018a; Ciafaloni et al., 2009).

La DMD et la DMB résultent d’'une mutation sur le géne de la dystrophine. L’analyse
génétique des patients est le seul moyen de confirmer le diagnostic et d’anticiper la sévérité
du phénotype pathologique (Falzarano et al., 2015). Historiquement, la confirmation du
diagnostic DMD était obtenue par analyse biochimique en recherchant directement la protéine
dystrophine dans les biopsies musculaires (Aartsma-Rus et al., 2016). Avec |'avancée des
techniques et outils d’analyses scientifiques, le diagnostic peut maintenant se faire directement
par analyse génétique. Dans un premier temps |'analyse génétique sur échantillon sanguin
consiste a déceler si le patient présente des larges duplications ou délétions sur le gene de la
dystrophine, ce qui est le cas pour environ 70% des patients DMD ou DMB. Cette premiere
analyse peut se faire par la technique d’amplification ligature dépendante multiplex de sonde.
Cette analyse a I'avantage de ne pas étre co(teuse, mais elle ne permet pas de déceler les
autres types de mutations comme les mutations ponctuelles (Falzarano et al., 2015). Celles-ci
pourront étre recherchées dans un second temps par séquencage Sanger ou par technique de
séquencage nouvelle génération, plus couteuses. L'ensemble des résultats d’analyse génétique
sont étudiés pour prédire si la mutation détectée induit un décalage du cadre de lecture de la
dystrophine et ainsi prédire la sévérité du phénotype pathologique, a savoir s’il va s’agir d’'un
phénotype DMD ou DMB (Birnkrant et al., 2018a). Si ces méthodes ne permettent toujours pas
de diagnostiquer les patients, la biopsie musculaire est réalisée pour tester la présence de
protéine dystrophine dans le tissu musculaire par immuno-histo-fluorescence ou Western-blot

(Birnkrant et al., 2018a) (Figure 4).

Apres le diagnostic de dystrophie de Duchenne de I'enfant, le médecin généticien peut
recommander une analyse génétique de la mére et de la fratrie du patient afin de déterminer
si la mutation a été transmise de maniéere héréditaire, ou s’il s’agit d’une mutation de novo.
Dans le cas d’'une mére porteuse de mutation, la patiente nécessite une évaluation et un suivi

médical (Birnkrant et al., 2018a).
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Figure 4 : Schéma de la démarche diagnostique de la Dystrophie Musculaire de Duchenne.

Selon Birnkrant et al., 2018

1. La structure et le role de la dystrophine

La DMD est causée par I'absence d’expression de la protéine dystrophine chez les
patients. Codée par le gene DMD, qui est le plus long gene identifié chez I'homme, cette
protéine compte parmi les plus grandes de I'organisme a ce jour. Le gene DMD est situé sur le
bras court du chromosome X (Xp21.2-p21.1). Il mesure 2,2 millions de paires de bases (pb) et
représente 1,5% du chromosome X et 0,1% du génome humain. Ce géne code pour 8 isoformes

de la protéine : Dp427b, Dp427m, Dp427p, Dp260, Dp140, Dpl116, Dp71 et Dp40, symbolisées
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par leur taille respective en kilodalton. L’Acide RiboNucléique messager (ARNm) de la

dystrophine est long de 14 kilobases (kb) et présente 79 exons (Muntoni et al., 2003).

La dystrophine taille entiere Dp427 est codée par un géne possédant 3 promoteurs
tissus-spécifiques distincts, exprimés de maniéere prédominante dans le cerveau, dans le muscle
squelettique et les cellules de Purkinje (respectivement Dp427b, Dp427m, et Dp427p).
L'isoforme Dp260 est principalement exprimée dans la rétine et posséde son promoteur dans
I'intron 29. Dp140 a son promoteur dans l'intron 44 et est exprimée dans le Systeme Nerveux
Central (SNC), tandis que Dpl116 a son promoteur dans l'intron 55 et est majoritairement
exprimée dans les cellules de Schwann (Douglas and Wood, 2013). Dp71 et Dp40 dépendent
d’un méme promoteur dans I'intron 62 et sont exprimées de maniére ubiquitaire bien qu’elles
semblent jouer un role particulierement important dans le SNC (Figure 5) (Paul-Gonzélez et al.,

2021; Tozawa et al., 2012).

Dp427
CpPMp=P
Grom: ) I I 6 = I X N N R R T
Dp260
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Co (a0 | 2192 [ 23 [ e [ [0 | v [as | 9 L0 Lot 32 |35 | 3o | 35 | o |
Dp140
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Cellules de Schwann

Ubiquitaire

Figure 5 : Schéma de la structure du géne DMD

Représentation de la position des différents promoteurs. Le schéma montre comment les 79 exons s'assemblent en terme de cadre de
lecture. Chaque exon individuel peut coincider avec les positions 1, 2 ou 3 d'un codon dans le cadre de lecture ouvert normal. L’extrémité
des exons est représentée par 3 formes différentes. Si les exons s’emboitent, le cadre de lecture est conservé. Si un exon (ou un bloc
d'exons) avec des extrémités de forme différente est supprimé du gene, le cadre de lecture est perturbé et le résultat est la DMD.
Cependant, la suppression d'un exon avec des extrémités de la méme configuration n'affectera pas le cadre de lecture puisque les exons
restants s'adapteront toujours ensemble (I'équivalent de BMD). Les exons sont colorés en fonction du domaine protéique qu’ils codent.
N-terminal en vert foncé, domaine central en gris foncé avec les régions charnieres en bleu. Le domaine riche en cystéine en vert clair et

le domaine C-terminal en gris clair.
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Dans les cellules musculaires, la dystrophine fait partie des protéines de maintien de la
structure du cytosquelette (LaPelusa and Kentris, 2021). Elle assure un lien entre le
cytosquelette via les filaments d’actine qui sont des protéines contractiles des fibres
musculaires et la matrice extra-cellulaire via un ensemble de protéines qui composent le DAPC
(Dystrophine-Associated Protein Complex, ou en frangais Complexe Protéique Associé a la
Dystrophine) ancrées dans le sarcolemme (Figure 6). Localisée a la face cytoplasmique du

sarcolemme, la dystrophine présente 4 domaines structuraux distincts :

. L'extrémité N-terminale (N-ter) qui lie les filaments d’actine appelé Actin-

Binding amino terminal Domain 1 (ABD1).

° Le segment central appelé rod domain. Il est composé de vingt-quatre
répétitions de structures « spectrin-like » arborant un second motif de liaison a I'actine ABD2
et portant des résidus tryptophanes permettant une liaison aux phospholipides membranaires.
Ces structures permettent de renforcer I’'ancrage de la dystrophine au cytosquelette ainsi qu’au
sarcolemme. La souplesse de la protéine dystrophine est assurée par la présence de quatre
régions charniéres « hinges » réparties le long du rod domain (Gao and McNally, 2015; Koenig

et al., 1988).

° Le Domaine Riche en Cystéine (DRC) contient deux motifs « EF-Hand »
permettant la liaison au calcium ainsi que 2 domaines de liaison Zinc finger permettant la liaison
a la calmoduline (CaM) de maniére calcium dépendante (Koenig et al., 1988; Kornegay et al.,

2014).

° L'extrémité C-terminale (C-ter) est constituée de motifs « coiled coils »
impliqués dans l'interaction avec les protéines du DAPC comme la dystrobrévine et les

syntrophines (Blake et al., 2002; Sadoulet-Puccio et al., 1997).
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Figure 6 : Schéma de la dystrophine

A. Schéma de la structure de la protéine dystrophine dans sa forme compléte Dp427. En vert foncé le domaine N-terminal, en bleu
les domaines charniéeres A, B, C et D, et en gris foncé les domaines répétitions « spectrin-like », numérotés de 1 a 24. La région riche
en cystéine DRC, en vert clair, précéde le domaine C-terminal en gris clair. B. Schéma de I'organisation de la dystrophine dans la

cellule musculaire, avec les principales protéines du DAPC.

2. Les mutations du gene de la dystrophine

La grande taille du gene DMD, ainsi que sa structure complexe (plus de 99% de
séquences introniques), participent a la forte probabilité de mutations sur sa séquence. Ces
mutations sont classées en deux grandes catégories en fonction de leur impact sur la
production de la protéine. Le premier type de mutations regroupe celles qui induisent un
décalage du cadre de lecture de la protéine dystrophine, ou qui font apparaitre un codon stop

prématuré ou Premature Termination Codon (PTC), entrainant une absence totale de
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traduction de ’ARNm en protéine, et donc une absence de dystrophine chez les patients DMD.
'autre type de mutations concerne celles qui respectent le cadre de lecture de la séquence
codante de la dystrophine tout en entrainant I'expression d’une forme tronquée, du fait d'un
défaut d’épissage. Les personnes ayant ce genre de mutations ont une protéine dystrophine
raccourcie et produite en moins grande quantité que chez les personnes saines, elles sont alors
atteintes de dystrophie musculaire de Becker et présentent un phénotype moins grave que

celui de la dystrophie musculaire de Duchenne (Juan-Mateu et al., 2015) (Figure 7).

: Dystrophine compléte
Personne saine

B 48
PTC .
tm- A
| 48 | a0 P 52 g
Mutation
C

:> Dystrophine incompléete
Personne DMB

1
EREDENED

Figure 7 : Schémas d’exemples de mutations du géne DMD et leurs conséquences sur la production de dystrophine et les

phénotypes correspondants

Les cases représentent les exons. Les faces droites des cases indiquent que I'exon code pour une séquence protéique entiére
basée sur des codons a 3 bases (exemples : exons 48, 49). Les faces anguleuses indiquent que I'exon ne code pas pour une
séquence protéique entiere mais que la premiére ou la derniére base a besoin de I'exon précédent ou suivant pour coder un
codon complet a 3 bases (exemples : exons 50, 51, 52). A. Cas d’une personne saine, I'epissage de ’ARNm se fait « en phase »,
une dystrophine fonctionelle compléte peut se faire. B. Mutation sur un exon qui induit un PTC ou un défaut d’épissage,
entrainant un décalage du cadre de lecture, impliquant une impossibilité de synthese de la protéine a partir du messager, et un
phénotype DMD. C. Cas d’une mutation apparaissant sur un exon n’incluant pas de décalage du cadre de lecture du messager,

induisant une production de dystrophine incompléte mais fonctionnelle.

28



Plusieurs milliers de mutations différentes ont été recensées a travers le monde chez
les patients atteints de DMB ou DMD. Chez les patients DMB les mutations majoritairement
observées sont des larges délétions. Ces dernieres représentent 80% des mutations, puis
viennent les mutations ponctuelles avec 13% et les larges duplications dans 6% des cas. Dans
un contexte DMD, on retrouve aussi majoritairement des mutations de type délétion a environ
60%. On observe ensuite 26% de mutations ponctuelles et 13% de duplications (Péréon et al.,
2015). Les mutations ponctuelles peuvent étre de différents types, comme par exemple des
mutations non-sens principalement retrouvées chez les patients DMD, ou des mutations sur
les sites d’épissage qui concernent la majorité des mutations ponctuelles observées dans un
contexte DMB (Figure 8) (Aartsma-Rus et al., 2006; Magri et al., 2011). Malgré la longueur du
gene, les grands réarrangements ne surviennent pas de maniere totalement aléatoire mais se
situent dans des régions appelées « hot spot». Ce sont des régions du génome
particulierement impactées par les mutations lors de la réplication ou des réparations de I’ADN
(Acide DesoxyriboNucléique). Pour exemple, chez les patients DMD, environs 50% des
délétions et duplications se localisent entre les exons 45 et 55. Tandis que les mutations
ponctuelles sont réparties le long de la séquence codante (Nakamura et al., 2017). Chez les
patients DMD comme pour les patients DMB, la mutation du gene de la dystrophine est héritée
par la mere dans deux tiers des cas. Cependant, dans un tiers des cas, il s’agit de mutation de
novo du gene de la dystrophine survenant dans la lignée germinale maternelle (Duan et al.,

2021; Garcia et al., 2014).
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Figure 8 : Proportion de chaque type de mutations du géne de la dystrophine observées chez les patients DMD et BMD

E. Principales lésions histologiques décrites dans la DMD

Dans la physiopathologie de la DMD, la compréhension du mécanisme menant de
I"absence de la dystrophine a la dégénérescence musculaire est encore imprécise (Deconinck
and Dan, 2007; Fortunato et al., 2021). Chez les patients DMD, les biopsies musculaires mettent
en évidence une nécrose des tissus et une dégénérescence des fibres caractéristique, souvent
observée en grappes (Deconinck and Dan, 2007). Les muscles dystrophiques sont également
inflammés et sont entourées d’infiltrats de cellules immunitaires, macrophages et lymphocytes
T CD4+ et CD8+ (Desguerre et al., 2009; McDouall et al., 1990). De petites fibres musculaires
immatures a nucléation centrale sont également observées, reflétant la régénération
musculaire a partir des myoblastes (Schmalbruch, 1984). Dans la phase précoce de la DMD, il y

a un équilibre entre les processus nécrotiques et régénératifs dans les muscles squelettiques.
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Avec la progression de la myopathie, la capacité de régénération cellulaire semble s’épuiser et
les fibres musculaires sont progressivement remplacées par du tissus fibreux et adipeux
(Deconinck and Dan, 2007; Skuk, 2004) (Figure 9, A a D). De plus, des dépots calciques
intracellulaires ont été observés dans des biopsies musculaires de patients et des muscles de

foetus DMD (Bertorini et al., 1984; Emery and Burt, 1980; Jackson et al., 1985) (Figure 9, E).

Figure 9: Coupe histologique de muscle squelettique d’un individu sain et de patient DMD

Aa D : Coupes histologiques transversales de muscles squelettiques marquées en hématoxyline et éosine (adapté de Skuk, 2004).
A. Coupe de muscle d’un individu sain. B, C et D : Coupes de muscle d’un patient DMD a différents stades de progression de la
maladie. En comparaison du muscle sain, le muscle dystrophique présente une anisocytose des fibres musculaires (fibres de
taille hétérogéne). La fléeche rouge indique une fibre en régénération, et les fleches noires indiquent des fibres nécrotiques.
Progressivement, le tissu musculaire est envahi par le tissus adipeux (astérix noires) et par du tissus fibreux (astérix rouge).

E : Coupe histologique de muscle de bébé prématuré atteint par la DMD (adapté de Bertorini et al, 1984). La coupe musculaire
a été colorée au rouge d’alizarine S, permettant de révéler les dépéts calciques en coloration rouge. Les fléeches rouges indiquent

les fibres musculaires positives au calcium, tandis que les fléches blanches indiquent des fibres négatives.

[ll.  Les animaux modeéles de la DMD

Pour I'étude de la dystrophie musculaire de Duchenne, plus d’une soixantaine de
modeles animaux sont actuellement disponibles, qu’il s’agisse de modeéles naturels, ou
d’animaux génétiquement modifiés. Du nématode, en passant par les arthropodes et les

chordés, les mammiféres restent la classe animale la plus représentée (Tableau 1) (Wilson et
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al., 2017). Chaque espéce utilisée possede ses caractéristiques propres qui représentent des
avantages ou des inconvénients. Dans ce chapitre nous discuterons des limites des modeles
mammiféres qui ont été les plus utilisés dans les études précliniques réalisées jusqu’alors, la
souris mdx (X-linked Muscular Dystrophy) et le chien Golden Retriever Muscular Dystrophy

GRMD, et nous présenterons le modéle de rat DMD™ plus récemment développé.

Espéce Détails
Zebrafish
Non mammiféres Plusieurs modeéles de C.elegans

Plusieurs modeles de Drosophile

Souris déficientes en dystrophine 17 modeles de souris mdx
Souris immunodéficientes 4 modeles de souris madx
Souris double knock-out 13 modeles de souris

Souris double knock-out avec phénotype similaire a

. 3 modeles de souris
la souris mdx

Souris double knock-out avec phénotype

. 11 modeles de souris
pathologique atténué

Souris mdx transgénique 13 modeles de souris
Lapin 1 modele
Rat 4 modeles
Chat 2 modeles
Chien 22 races, dont 7 ont donné lieu a des modeles
Cochon 2 modeles DMD, 1 modele DMB

Tableau 1 : Résumé des différents modeles animaux pour I’étude de la Dystrophie Musculaire de Duchenne

Adapté de McGreevy et al, 2015

1. La souris mdx

L’animal le plus largement utilisé pour étudier la DMD est la souris mdx. Les principaux
avantages de ce modele sont sa rapidité de reproduction, ainsi que son co(t d’élevage
relativement faible. Cela permet I'inclusion d’'un grand nombre d’animaux dans les études, et

I’'amélioration de la significativité des résultats.

La souris mdx a été découverte de maniere fortuite lors de la génération de lignées

consanguines de souris C57BL/10ScSn pour I'étude de I'activité des enzymes impliquées dans
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la glycolyse et néoglucogénése (Bulfield et al., 1978). Cette souris présente une absence
complete de la protéine dystrophine d( a une mutation ponctuelle non-sens, induisant un PTC

dans I’exon 23 (Sicinski et al., 1989).

Contrairement a I'homme, I'absence de la dystrophine chez ces souris n’est que peu
délétere sur le tableau clinique, et leur espérance de vie n’est réduite que de 25% en moyenne,
contre 75% chez I'"homme (Chamberlain et al., 2007; McGreevy et al., 2015). Sur les vingt-deux
mois d’espérance de vie de la souris mdx, la maladie présente plusieurs étapes d’évolution.
Durant les deux premiéres semaines de vie des animaux, les muscles dystrophiques sont
indiscernables des muscles de souris saines, puis jusqu’a la sixieme semaine, les muscles sont
sujets a d’importantes nécroses. Ensuite les muscles deviennent hypertrophiques et entrent
dans des processus de régénération qui permettent de les maintenir dans un état stable, a
I'exception du diaphragme qui se détériore malgré tout, comme chez le patient DMD
(McGreevy et al., 2015; Stedman et al., 1991). Le phénotype dystrophique sévere chez les
souris mdx n’apparait qu’a partir d’'un age avancé de I'animal, vers ses 15 mois ou plus. lls
peuvent alors développer une fonte musculaire, une scoliose, une insuffisance cardiaque et des
sarcomes (Bostick et al., 2008, 2009; Hakim and Duan, 2013; Lefaucheur et al., 1995; Lynch et
al., 2001; Pastoret and Sebille, 1995). Cette faible atteinte clinique de la souris peut s’expliquer
par la surexpression de la protéine utrophine, analogue a la dystrophine qui permet d’assurer
la liaison a I'actine et au B-dystroglycane et compense ainsi I'absence de la dystrophine
(McDonald et al., 2015). De plus, la souris mdx a la particularité de présenter un grand nombre
de fibres révertantes. C'est-a-dire que les fibres musculaires sont capables d’exprimer la
dystrophine malgré la mutation du gene. Cela est supposément d( a des mécanismes
épigénétiques qui permettraient des modulations d’épissages et une correction naturelle de la
mutation par saut d’exon. Cependant aucune relation n’a été clairement établie entre la
présence des fibres révertantes et le degré de sévérité d’atteinte dystrophique des muscles

(Pigozzo et al., 2013).

De cette souris initiale mdx, ont été générées plusieurs nouvelles lignées de souris afin
de modifier ses caractéristiques physiopathologiques, immunitaires, ou cliniques. Elles sont
issues de croisements avec d’autres souches de souris ou de modifications génétiques induites.

Les souris issues de croisements possedent la méme mutation non-sens sur I'exon 23 que la
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souris mdx initiale. Parmi elles, on retrouve par exemple les souris albinos-mdx, possédant un
phénotype neurologique plus sévere et des niveaux de cytokines circulantes plus élevées
(Krivov et al., 2009; Stenina et al., 2013). Il y a également les souris BALB/c-mdx et C3H-mdx
qui sont moins sujettes aux développements spontanés de sarcomes (Schmidt et al., 2011). Les
souris DBA2-mdx qui montrent un phénotype plus sévere que les souris mdx initiales avec une
fibrose musculaire plus importante et moins de processus de régénération. Cependant cette
derniere lignée présente également des problemes de reproduction et ces mutations

provoquent des anomalies oculaires et auditives (Fukada et al., 2010).

D’autres croisements ont été réalisés afin de générer des souris madx
immunodéficientes. Il s’agit de souris dystrophiques sur fond immunodéficient permettant
I"’étude des thérapies géniques et cellulaires en atténuant les réactions immunitaires contre les
produits thérapeutiques. Il s’agit par exemple des lignées de souris scid-mdx, déficientes en

lymphocytes B et T ou de la souris nude-mdx (Farini et al., 2007; Morrison et al., 2000).

C’est également dans I'objectif de générer des souris au phénotype plus sévere que la
souris mdx, que des lignées génétiquement modifiées ont été créées. Les premiers variants
chimiques cv (chemical variants) de la souris mdx ont été publiés en 1989 grace a |'agent
mutagene chimique N-éthyl-N-nitrosuré, il s’agit des lignées mdx2cv, mdx3cv, mdxdcv, et
mdx5cv (Chapman et al., 1989). Chacune de ces lignées posséde une mutation différente de la
lignée mdx initiale, mais une présentation clinique assez similaire et donc peu sévere (Cox et
al., 1993; Im et al., 1996). D’autres lignées de souris ont été générées grace a des techniques
de génie génétique, comme les souris double knock-out (dKO) qui sont invalidées pour un autre
gene en supplément de celui codant pour la dystrophine. Ces lignées dKO ont des phénotypes
qui peuvent étre plus ou moins séveres par rapport a celui de la souris mdx, en fonction des
génes touchés. Un modeéle en particulier a été généré dKO pour les génes de la dystrophine et
de 'utrophine, il présente un phénotype beaucoup plus sévere que la souris mdx, avec une
espérance de vie réduite de 85%, des atteintes motrices, respiratoires et cardiaques (Deconinck
et al., 1997; Grady et al., 1997). Malgré une évolution physiopathologique beaucoup plus
proche du patient DMD que la souris mdx, les résultats obtenus sur ce modele ne permettent

pas une transposition chez les patients qui continuent d’exprimer |'utrophine.
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Afin de proposer des stratégies thérapeutiques correctives facilement transposables
chez ’homme, des lignées de souris portant des mutations similaires a celles retrouvées chez
I"'hnomme ont été générées. Il s’agit de souris portant leur mutation du géne de la dystrophine
dans les régions « hot spots » du gene dystrophine humain (exon 45 a 55), contrairement a la
souris mdx qui possede sa mutation dans I'exon 23. Parmi ces souris, peuvent étre citées la
lignée mdx52 ayant permis la preuve de concept du saut d’exon 51 ou les modele AEx44 et
AEX50 générés récemment grace a la technologie CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) (Wasala et al., 2020). Les produits thérapeutiques testés sur ces
modeles auront néanmoins besoin d’étre adaptés a la séquence génétique humaine, c’est
pourquoi a été créé une lignée de souris portant la totalité du gene humain de la dystrophine
inséré dans le chromosome 5, la souris hDMD ('t Hoen et al., 2008). Ces souris hDMD, aux
phénotypes sains, ont été croisées avec des modeles de souris mdx (mutation dans I’'exon 23)
et de souris dmd-null (délétées de I'entiereté du géne dmd murin), pour n’exprimer que la
dystrophine humaine, puis, elles ont finalement été mutées dans les régions de « hot spots »
du géne DMD humain (Echigoya et al., 2017). Ces stratégies ont donné lieu a 2 modeles de
souris, la souris mdx A45hDMD et la souris mdx A52hDMD au phénotype peu sévere (Veltrop
et al., 2018). Ces deux modeles servent a la mise au point de stratégies correctives en thérapies
géniques directement transposables aux patients DMD ayant le méme type de mutation

(Veltrop et al., 2018; Young et al., 2017).

La légereté du phénotype des modeéles de souris pour I'étude DMD est le principal
inconvénient a son utilisation. C'est pourquoi un autre modele animal montrant une atteinte
plus sévére est aussi tres utilisé pour I'étude de la maladie de Duchenne, il s’agit du chien

GRMD.

2. Le chien GRMD

Le chien GRMD est un modele de la DMD entrant dans la catégorie des gros animauy, il
s’agit de 'un des premiers modeles naturels de la Dystrophie Musculaire de Duchenne, identifié
dans les années 1980 (Cooper et al., 1988). Il porte une mutation dans I'intron 6 induisant un
saut de I'exon 7. Dans I'’ARNm en résultant, le cadre de lecture est rompu et la protéine

dystrophine n’est pas traduite (Sharp et al.,, 1992). Le chien GRMD a un phénotype
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dystrophique plus sévere que la souris mdx et est donc plus comparable a I"évolution de la
maladie chez le patient DMD (Valentine and Cooper, 1991). Le chien dystrophique a une
espérance de vie réduite de 75% avec un déces entre la premiére et troisieme année selon les
individus. Les premiers symptomes chez le chien surviennent entre la naissance et les 3 mois
d’age des animaux, et commencent par la difficulté a marcher, une posture anormale et de la
fatigue a I'effort (Kornegay, 2017). Comme cela a été décrit chez la souris, le chien GRMD
montre une perturbation de [|"homéostasie calcique avec des dépdts calciques
subsarcolemmaux (Valentine et al.,, 1989). Avec la progression de la maladie, I'atrophie
musculaire se met en place, et des dysphagies (difficultés a déglutir) surviennent chez les
chiens. Les chiens peuvent également développer une atteinte cardiaque, mais cela est tres
variable entre les individus et assez tardif. Enfin, malgré une mutation identique entre tous les
chiens GRMD, il y a une hétérogénéité de sévérité du phénotype (Kornegay, 2017, Le Guiner et
al., 2017; McGreevy et al., 2015). Ce modele de chiens GRMD est trés intéressant pour les essais
pré-cliniques et a été historiquement utilisé par notre équipe pour montrer I'efficacité au long

terme d’un produit de thérapie génique AAVr-microdystrophine (Le Guiner et al., 2017).

La sévérité pathologique du chien GRMD en fait un modele tres pertinent pour I'étude
de la DMD. Cependant, bien que I'hétérogénéité du phénotype entre les individus s’assimile a
celle retrouvée chez les patients DMD, elle nécessite I'inclusion d’un grand nombre d’animaux
dans les études. Cet impératif implique une contrainte supplémentaire liée au colt important
d’élevage des chiens GRMD. C'est pourquoi notre intérét s’est porté sur un autre modele

animal, le rat DMD™%.

3. Le rat DMD™

Le principal inconvénient du modéle souris est sa faible atteinte phénotypique, rendant
I’évaluation clinique des stratégies thérapeutiques difficile en comparaison a I'homme. C’est
pourquoi d’autres modeles de petits animaux ont été générés, comme plusieurs modeles de
rats et un modeéle lapin. Parmi eux, le modeéle étudié pour ce projet de thése est le rat DMD™H
(Larcher et al., 2014). Ce modele a été généré et caractérisé a Nantes grace a la collaboration

de plusieurs équipes des recherches.
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Le rat DMD™ 3 été généré a partir de la souche Sprague-Dawley par transgénése par
la méthode des TALEN's (Transcription Activator Like-Effector Nucleases). Il porte une mutation
dans I’exon 23, consistant en une délétion de 11 pb induisant un décalage du cadre de lecture
et I"apparition rapide d’un PTC. La caractérisation de ce modele a tout d’abord montré que
I'évolution physiopathologique du rat DMD™ est proche de celle de 'homme avec un
phénotype dystrophique beaucoup plus sévere que la souris mdx et montre une espérance de
vie réduite de 60% (Le Guiner et al, WMS 2017). Sur le tableau clinique, les rats dystrophiques
souffrent d’une perte de masse corporelle et en particulier de masse musculaire. Dés 1,5 mois
d’age, ils montrent également une diminution de la force musculaire et une activité
locomotrice réduite (Larcher et al.,, 2014, Le Guiner et al, WMS 2017). Les altérations
histologiques typiques du phénotype dystrophique sont également présente chez le rat
DMD™_ || souffre de nécrose des tissus musculaires, de fibrose interstitielle et d’adipose
touchant les muscles squelettiques (y compris le diaphragme) et le cceur, avec des infiltrations
de cellules inflammatoires. Cela est corrélé avec une augmentation de la créatine kinase
sérique des 1,5 mois. Finalement, et contrairement aux modeéles de la souris mdx ou du chien
GRMD, le rat développe précocement des anomalies de la fonction cardiaque (troubles du
rythmes visibles, remodelage du tissu cardiaque, dysfonction diastolique, puis dysfonction
systolique), qui évolue en fin de vie des animaux vers une cardiomyopathie dilatée (Larcher et
al., 2014; Szabd et al., 2021). Au niveau moléculaire, le rat DMD™® ne présente que peu de
fibres musculaires squelettiques révertantes, et la dystrophine est indétectable dans le tissu
cardiaque par Western-blot et immunomarquage. L’absence de la dystrophine dans ce modéle

implique aussi des dérégulations du DAPC.

L’ensemble des caractéristiques du rats DMD™® en font un modeéle trés pertinent
offrant de nombreux avantages a son utilisation dans I'étude de la DMD, comme sa facilité
d’élevage, et son évolution physiopathologique proche de celle de ’'homme, tant au niveau
musculaire que part son atteinte cardiaque précoce, qui est une des causes principales de déces
chez les patients DMD. C’est le premier modele de petit animal robuste pour la mise au point
de traitements ciblant la cardiomyopathie dilatée dans la DMD. Tout en respectant la régle des
3 R (réduire, raffiner, remplacer), le rat DMD™* permet d’inclure un plus grand nombre
d’animaux, et de mener des études plus rapides et moins couteuses qu’en utilisant des modéles

comme le chien GRMD (Tableau 2).
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Chien

Souris mdx Rat DMD™% Patient DMD
GRMD
Réduction de I'espérance de vie 25% 60% 75% 75%
Fibres révertantes 5% 5% <1% 1a3%
g
gyg Nécrose 5% >10% 2% 0,54 3,5%
2t
‘g 2 Tardive et
g g Fibrose principalement Marquée Présente Marquée
T diaphragme
Adipose Absente Moyenne Absente Sévere
Marquée,
. . Absente ou , principale
Cardiomyopathie . Marquee Moyenne
tardive cause de
déces
Dépbts calciques Oui Non Oui Oui
S ) .
3 Concentration calcique ) , ,
‘S i . Augmentée Augmentée N/A Augmentée
© intracellulaire
o
SPCa Augmentée Augmentée N/A N/A
() Impact sur la force . . .
S = ) Moyen Sévere Sévere Sévere
3 ‘_:" musculaire
e 3 —
o > i . i , i Séverement
= Locomotion Non impactee Impactée Impactee ) ,
impactee
Facile / peu Facile / peu Difficile
Difficulté d’élevage . /p . /p . /
coliteuse coliteuse colteux

Tableau 2: Comparaison des caractéristiques pathologiques et fonctionnelles entre les patients DMD et les animaux modéles de
la DMD

Adapté de Larcher et al., 2014 ; et McGreevy et al., 2015
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Chapitre Il : Les traitements de la DMD et pistes
thérapeutiques

Bien que le géne responsable de la dystrophie musculaire de Duchenne soit connu
depuis pres de 40 ans maintenant, elle reste une pathologie incurable actuellement.
Cependant, avec la standardisation du diagnostic et I'amélioration de la prise en charge
médicale, 'espérance de vie des patients est passée d’environ 20 ans dans les années 2000, a
presque 40 ans ces dernieres années (Saito et al., 2017). Cette prise en charge médicale
coordonnée a permis d’améliorer I'espérance de vie des patients mais également leur qualité
de vie grace a la combinaison de traitements médicamenteux, chirurgicaux, orthopédiques,
cardio-respiratoires et nutritionnels (Chabrol and Desguerre, 2015; Desguerre and Laugel,

2015).

De plus, grace a la recherche, les essais cliniques proposants de nouvelles stratégies
thérapeutiques se sont multipliés ces derniéres années, ce qui représente un espoir pour les

patients et leurs familles.

|. La prise en charge du patient

A l'issu du diagnostic, le spécialiste neuromusculaire assure le réle de clinicien référent,
responsable de la prise en charge des soins du patient DMD (Birnkrant et al., 2018a). Cette prise
en charge s’est structurée au fil des années en approche multidisciplinaire, consistant en des
consultations spécifiques dédiées. En France, I'impulsion de I’Association Francaise contre les
Myopathies (AFM) a grandement aidé a la mise en place de ce parcours de soin depuis plus de
30 ans (Chabrol and Desguerre, 2015). Des centres de soins existent dans lesquels le patient
est dirigé vers différentes consultations de spécialistes, regroupées dans un méme lieu
rassemblant tous les professionnels de santé. Ces consultations ont pour mission le diagnostic,
la surveillance médicale et la prise en charge personnalisée et quotidienne du malade (AFM-

Telethon.fr).
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La prise en charge orthopédique

"évaluation clinique de la fonction neuromusculaire des patients est réalisée de
maniére réfléchie et standardisée. La cohérence et la reproductibilité des tests est essentielle
pour établir une bonne corrélation entre les scores cliniques et la progression de la pathologie,
en particulier chez les patients ambulants. Parmi les tests efficaces pour cette évaluation, le
test de 6 minutes de marche consiste a mesurer la distance parcourue par le patient pendant
un temps chronométré de 6 minutes (Henricson et al., 2013; McDonald et al., 2015). Le test
North Star Ambulatory Assessment (NSAA) est également parmi les plus utilisés, il regroupe 17
points d’évaluation de la fonction motrice, allant du stationnement en position debout, la
marche sur un parcours donné, la montée de marches d’escalier, a une épreuve de course sur
10 metres (Mazzone et al., 2013). L'ensemble des résultats obtenus sur ces différents points
permet d’établir un score clinique afin d’étudier I'évolution de la maladie. Ensemble, ces
techniques permettent non seulement d’évaluer les stades de progression de la DMD chez les
jeunes patients ambulants, permettant d’anticiper les pertes de mobilité et d’accompagner les
familles, mais également d’évaluer sur le plan clinique I'effet des traitements (Mayhew et al,,

2013).

Sur le plan orthopédique, les patients DMD développent différents problémes avec la
progression de la dystrophie. Au fur et a mesure les patients souffrent de contractures
musculaires, et articulaires, de déformation de la colonne vertébrale et de perte de la masse
osseuse (Fox et al., 2020). L'évaluation de I'’état musculaire et osseux des patients est réalisée
grace aux techniques d’imagerie médicale comme les radiographies de la colonne, et la mesure
densitométrique osseuse (Bushby et al., 2010a). La prise en charge du patient a pour but de
préserver la fonction motrice le plus longtemps possible, a favoriser la santé osseuse, minimiser
I"apparition de contractures articulaires et maintenir la colonne vertébrale droite, avec une
garantie du confort pour le patient. Pour cela, il va bénéficier de séances de kinésithérapie pour
I’étirement musculaire, avec I'emploi de systémes de contention pour les membres inférieurs
(pieds, cheville, genoux) pour améliorer sa posture (Birnkrant et al., 2018a). L’activité physique
est depuis peu préconisée pour retarder les processus de dégénérescence musculaire chez les
patients DMD (Hondrio et al., 2019). Avec I'augmentation de la fibrose musculaire, une rigidité

des tendons est ressentie par les patients et différentes chirurgies peuvent étre proposées pour
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les soulager (Bushby et al., 2010b). Lorsque le patient devient non ambulant, il développe une
scoliose sévere pour laquelle il va subir une opération de fusion des vertebres, I'arthrodese

vertébrale, afin de le rapprocher d’une posture physiologique (Apkon et al., 2018).

Dans les années 1970, les premiers essais de corticothérapie sur les patients
dystrophiques ont été menés de maniere empirique et leur utilisation est restée longtemps
polémique. Il a fallu attendre une étude rétrospective sur les 40 derniéres années pour que soit
établi le bénéfice de la corticothérapie au long terme chez les patients (Amthor, 2015). Il a été
notamment démontré que ces traitements pouvaient améliorer et prolonger la phase
ambulatoire des patients DMD et DMB en réduisant la survenue et la sévérité des scolioses
ainsi qu’en ralentissant la progression globale de la maladie (Amthor, 2015; Drachman et al.,
1974; Griggs et al., 2016). Il s’agit de molécules comme la prednisolone ou le deflazacort qui
sont devenues des traitements standards pour les patients DMD (Guglieri et al., 2017). Les
corticothérapies basées sur des molécules comme la prednisolone ou le deflazacort sont
devenus des traitements standards pour les patients DMD. Il s’agit du seul traitement
médicamenteux connu actuellement capable de repousser la perte de I'ambulation d’environ
trois ans et de prolonger I'espérance de vie, a condition d’étre administré le plus tot possible,
dés le stade précoce de la maladie (Bello et al., 2015). Les mécanismes d’actions exacts de ces
molécules n‘ont cependant pas été clairement établis. Il semblerait que les bénéfices de ces
anti-inflammatoires stéroidiens soient associés a I'augmentation de I'expression de deux
protéines impliquées dans les processus de réparation membranaire, I'annexine Al et A6. Les
corticostéroides assurant ainsi un réle d’activation des voies de signalisation anti-
inflammatoires. D’autre part, les corticostéroides joueraient un réle d’inhibition du facteur de
transcription NK-kB (Nuclear Factor kappa B) impliqué dans |'activation de voies de
signalisations cellulaires pro-inflammatoires (Quattrocelli et al., 2017, 2021; Vandewalle et al.,

2018).

L’administration au long terme de corticostéroides est associée a la survenue d’effets
secondaires importants comme par exemple de |'ostéoporose, un taux accru d’infections, des
complications cardio-vasculaires et du diabéte, nécessitant une surveillance rigoureuse des
patients (Houde et al., 2008; Kinnett et al., 2015). De fait, des recherches sont en cours afin de

trouver des molécules anti-inflammatoires non stéroidiennes mieux tolérées par les patients.
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C'est dans ce contexte que trois essais cliniques successifs ont été menés sur la molécule
vamorolone pendant plus de deux ans (Hoffman et al., 2019). Cette molécule agit comme un
corticoide en présentant moins d’effets secondaires. Les résultats montrent un bénéfice sur la
fonction motrice des patients ayant recu une forte dose de vamorolone (communiqué de
presse du 28/04/2021, Santhera Pharmaceuticals). Les patients DMD se relévent plus vite du
sol et courent plus vite que les patients non traités. Le vamorolone est bien toléré par les
patients, et n’a pas été associé a une perte de densité osseuse ni a un retard de croissance. Des
effets secondaires ont cependant été rapportés comme de I'cedéme, et des troubles du
comportement. Le vamorolone ne possede pas encore d’autorisation de mise sur le marché
(AMM) mais aux Etats-Unis, Canada et Israél, les patients DMD peuvent en bénéficier dans le

cadre d’un dispositif d’acces étendu (afm-Telethon.fr).
La prise en charge de la fonction cardiaque

Avec 'amélioration de la prise en charge multidisciplinaire des patients, I'atteinte
cardiaque devient la cause majoritaire du déces des patients souffrant de DMD. L’atteinte
cardiaque des patients peut débuter avant méme les premiers symptdmes moteurs des enfants
et leur diagnostic DMD. Il est donc primordial d’initier une surveillance de la fonction cardiaque
dés le plus jeune age chez les patients afin de déceler et prévenir au mieux le
dysfonctionnement et le remodelage cardiaque (Buddhe et al., 2018). Des techniques non
invasives d’imagerie médicale comme I'imagerie par résonnance magnétique I[RM,
I’échocardiographie trans-thoracique sont utilisées dans ce cas. De plus, la surveillance de
I"activité électrique cardiaque est surveillée par électrocardiographie (Kinnett et al., 2015).
D’autres techniques, invasives, comme |'angiographie coronarienne, peuvent étre aussi

employées (Hershberger and Jordan, 1993).

Les premiers signes de I'atteinte cardiaque chez les patients se manifestent souvent par
une arythmie, puis une dysfonction systolique avec une diminution significative de la fraction
d’éjection. Une dilatation du ventricule gauche confirme le diagnostic de cardiomyopathie

dilatée (Hershberger and Jordan, 1993; de Kermadec et al., 1994).

Afin de prévenir le remodelage ventriculaire, les patients sont placés précocement sous

traitements anti-hypertenseurs comme les inhibiteurs d’enzyme de conversion de
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I’angiotensine et/ou les antagonistes compétitifs spécifiques des récepteurs B-adrénergiques
(B-bloquants) (Buddhe et al., 2018; Messina and Vita, 2018; Porcher et al., 2021; Stalens et al.;
Venugopal and Pavlakis, 2021). Le traitement anti-inflammatoire a base de corticostéroides
précédemment évoqué semble également efficace pour diminuer I'atteinte cardiaque (Guglieri
et al., 2017; Wahbi, 2015). Lorsque I'atteinte cardiaque devient sévére avec des risques d’arréts
cardiaques, I'implantation de dispositif de défibrillation cardiaque peut étre proposée (Buddhe
et al., 2018; McCulloch et al., 2020). Les patients dystrophiques sont néanmoins concernés par
un risque opératoire élevé sous anesthésie générale en raison de I'atteinte cardiaque et de la
faiblesse respiratoire. Certains anesthésiques volatiles curares dépolarisants ou halogénés
comme la succinylcholine ou lisoflurane présentent un risque létal pour les patients
dystrophiques. lls sont a proscrire, pour éviter des risques de rhabdomyolyse (dégradation du
tissu musculaire), d’hyperkaliémie (exces de potassium sanguin), et d’évenements

d’hyperthermie maligne (Bamaga et al., 2016; Segura et al., 2013).

La prise en charge de la fonction respiratoire

Les patients DMD souffrent de complications respiratoires (Messina and Vita, 2018).
Parmi elles, on retrouve 'obstruction des voies respiratoires par du mucus, la fatigue des
muscles thoraciques exacerbée par les toux, et I'atélectasie (affaissement de tout ou partie des
poumons lorsque les bronches et bronchioles se bouchent). La prise continue de
corticostéroides et la présence abondante de mucus favorise les infections pulmonaires chez
les patients. La nuit, ils peuvent également subir des épisodes d’apnée du sommeil (Bushby et

al., 2010b). 'ensemble de ces phénoménes induit un risque d’hypoxie du patient.

Afin de prévenir les infections pulmonaires, les jeunes patients suivent un schéma
vaccinal complet contre les pneumocoques et le virus influenza (Birnkrant et al., 2018a). Des
études ont montré qu’un placement anticipé des patients sous assistance respiratoire nocturne
non-invasive corréle avec une augmentation de I'espérance de vie ainsi que de la qualité de vie
des patients (Eagle et al., 2002; Ishikawa et al., 2011). Lorsque |'atteinte respiratoire s’aggrave,
I"assistance respiratoire non invasive peut étre prolongée en journée et, dans les derniers
stades de la maladie, la trachéotomie est proposée lorsque les méthodes non invasives ne
suffisent plus et que les patients sont trop génés par leur toux et les sécrétions mugueuses

obstruant leurs voies respiratoires (Birnkrant et al., 2018b).

43



Depuis la mise en place de la prise en charge respiratoire des patients avec les systemes
d’assistance respiratoire, les patients ont gagné environ 10 ans d’espérance de vie (Landfeldt

et al., 2020).

La gestion de la fonction nutritionnelle

Les patients DMD souffrent également de complications gastro-intestinales et
nutritionnelles en lien avec le passage en fauteuil, impliquant une immobilité et une baisse de
la dépense énergétique (Shimizu-Fujiwara et al., 2012). Parmi celles rencontrées, on peut citer :
la prise ou la perte de poids, un déséquilibre hydrique, un dysfonctionnement de la déglutition
avec des contractures mandibulaires et surtout un ralentissement du transit digestif (van
Bruggen et al., 2015). A un stade avancé de la maladie, les patients se voient proposer une
gastrostomie afin de faciliter la prise alimentaire impactée par les dysphagies (Birnkrant et al.,

2018a; Venugopal and Pavlakis, 2021)

La prise en charge psychologique

Suite au diagnostic, les patients et leur famille sont également a prendre en charge sur
le plan psychologique tout au long de la vie du patient. Les patients DMD vivent désormais
jusgu’a I'age adulte et sont de mieux en mieux adaptés au monde qui les entoure en menant
une vie indépendante et productive en ayant un emploi et un logement propre. Néanmoins,
I’adaptation a une maladie de dégénérescence progressive nécessite d’avoir des compétences

d’adaptation, de compréhension et un soutien émotionnel continu (Birnkrant et al., 2018c).

L'absence de dystrophine, ou l'absence de certaines isoformes neuronales peut
également impacter le développement cognitif des patients, ce qui peut jouer un role sur
I'apprentissage émotionnel ou social des patients DMD. Ces aspects peuvent aussi étre
exacerbés par les effets secondaires du traitement stéroidien. Les troubles psychosociaux ne
sont pas |'apanage des patients DMD et concernent de maniere générale, beaucoup d’autres
maladies chroniques. Parmi les difficultés rencontrées par les patients DMD, certaines sont
d’origine biologique et dépendent de compétences cognitives, comme la réciprocité sociale et
la discrimination affective. Par ailleurs, les limitations physiques peuvent induire un isolement
social, et un acces réduit aux activités culturelles. Les difficultés de prise de parole peuvent

progressivement devenir source de stress et d’anxiété chez les patients (Birnkrant et al., 2018a;
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Bushby et al., 2010a). Le bilan cognitif du patient est réalisé par un spécialiste
neuropsychologue qui accompagne une prise en charge cognitive ciblée. Les mesures adoptées
visent a aider les patients a atteindre les niveaux d’éducation souhaités et pour ceux qui le
peuvent, trouver des emplois et des logements ainsi qu’a rendre leur vie la plus autonome

possible.

Bien qu’ils aient conscience de leur situation et de leur espérance de vie réduite, les
patients dystrophiques sont percus comme heureux et en bonne santé par leur personnel
soignant. Le test HRQOL, pour Health-Related Quality of Life, est un questionnaire de santé
physique et mentale percues par un individu au fil du temps. Il a été proposé a une cohorte de
plus de sept-cent patients DMD a travers I'Europe afin d’évaluer leur perception de leur état
pathologique. Il en a résulté que les scores des patients dystrophiques ne sont que
substantiellement altérés par rapport aux valeurs de référence de la population générale. Bien
que les valeurs décroissent avec la progression de la maladie, et les différentes étapes de perte
de la marche et de la mise sous assistance respiratoire, la majorité des enfants et adultes
dystrophiques se considérent heureux et en bonne santé. Les parents interrogés sur ce méme
test a propos de leurs enfants obtiennent des résultats plus faibles, indiquant qu’ils sous
évaluent la qualité de vie de leurs enfants par rapport a ceux-ci (Landfeldt et al., 2016). De plus,
le taux accru de dépression chez les parents d’enfants atteints par la DMD souligne la nécessité
d’une évaluation et d’une prise en charge de toute la famille (Bushby et al., 2010a; Kinnett et

al., 2015).

Il.  Les pistes thérapeutiques

Outre les traitements anti-inflammatoires et ceux pour réduire 'atteinte cardiaque
faisant partie de la prise en charge présentée ci-dessus, de nombreuses molécules ont été ou
sont encore a I'essai pour traiter la DMD. Elles sont notamment destinées a la prise en charge
du stress oxydatif, des dérégulations calciques, de la fonte musculaire, de la réduction de la

fibrose, de I'atteinte cardiaque ou de la mutation du géne de la dystrophine.
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Le stress oxydatif

Le stress oxydatif, résultant des dommages moléculaires et cellulaires causés par les
ROS, joue un role inflammatoire et de vieillissement prématuré de I'organisme. Chez les
patients DMD, bien que le métabolisme oxydatif mitochondrial soit diminué, les muscles
montrent une plus grande susceptibilité au stress oxydant par rapport a des muscles sains. Le
stress oxydatif accentue les dégats mitochondriaux, membranaires et cellulaires induisant
I'apoptose des cellules. Il exacerbe également I'inflammation et la nécrose des tissus (Brenman
et al., 1995; Disatnik et al., 2000; Guo et al., 2013; Haycock et al., 1996; Jongpiputvanich et al.,
2005; Rando et al., 1998). Une molécule antioxydante, I'ibédénone, analogue du coenzyme
Q10, a été testé pendant plus de dix ans dans deux essais cliniques, Sideros et Sideros-E, par le
laboratoire Santhera Pharmaceuticals. L'objectif était de protéger les membranes
mitochondriales du stress oxydatif. Si les premiers résultats avaient montré que la prise
d’idébénone était bien tolérée et associée a une certaine amélioration de la fonction
respiratoire des patients, tous les essais ont été récemment arrétés en raison d’une efficacité
insuffisante de I'ibédénone sur la capacité vitale forcée (indicateur spirométrique de la capacité

pulmonaire) (Buyse et al., 2009, 2011, 2013; Servais et al., 2020).

La fonte musculaire

Des stratégies thérapeutiques sont actuellement a I"étude, afin de limiter la fonte
musculaire. Parmi elles, on peut citer la stratégie d’inhibition de la myostatine, facteur de
croissance de la famille des TGF-f (Transforming Growth Factor-B). La myostatine limite la
croissance musculaire lorsqu’elle se fixe a son récepteur cellulaire (ActRIl). Certaines espéeces
animales comme les vaches Piémontaises ont naturellement une inactivation mono ou dizygote
du géne mstn codant pour la myostatine, ce qui entraine une hypertrophie musculaire
(Wheeler et al., 2001). D’autre part, une espéce de porc a été génétiqguement modifiée pour
générer des animaux beaucoup plus musclés, dans un objectif agro-alimentaire (Cyranoski,

2015; Kambadur et al., 1997).

Pour réduire la fonte musculaire, un modéle de souris a été généré portant une
mutation sur le géne de la myostatine (Zimmers et al., 2002). Ce modele présente une

augmentation de sa masse musculaire mais développe également une hypertrophie cardiaque.
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Un croisement a été réalisé entre ces souris et les souris mdx, modéle de souris pour la DMD
humaine (Wagner et al., 2002). Chez ces souris, il a été observé une amélioration du phénotype
dystrophique mais sans impact sur la fonction cardiaque. L'inhibition de la myostatine chez les
souris mdx ne prévenait pas la dégénérescence musculaire, mais réduisait la fibrose et

améliorait la capacité de régénération du tissu musculaire (Wagner et al., 2002).

C'est dans cette logique qu'ont été réalisés différents essais cliniques. En 2010
notamment, un essai clinique destiné a tester I'injection systémique du récepteur soluble de la
myostatine (sActRIIB-Fc) a été initié (Amthor, 2015). L’essai a été rapidement suspendu aprés
avoir constaté un effet vasodilatateur et des saignements muqueux importants
(NCT01099761). En 2017, un essai clinigue de phase II/lll (NCT03039686) portant sur
I’'administration de I'adnectin, un anticorps anti-myostatine, a été arrété sans explication a ce
jour (communiqué de Roche et Genentech Global Duchenne Team du 06/11/2019). Ce
traitement avait été testé dans un essai clinique de phase I/Il (NCT02515669) en montrant une
bonne tolérance du produit, avec une tendance a I'augmentation de la masse musculaire et de

la capacité contractile du muscle chez les patients DMD traités (Nielsen et al., 2021).

Dans le traitement de la DMD et de la DMB, une autre approche concernant la
follistatine, inhibiteur naturel de la myostatine a été |'objet d'un essai clinique
pharmacologique. Il visait a augmenter la transcription de la follistatine grace a la molécule
givinostat, un inhibiteur d’histone acétylase (Bettica et al., 2016; Giovarelli et al., 2021; Shawi
et al.,, 2016). Il a permis une amélioration de la régénération musculaire associée a une
réduction de la fibrose et de I'inflammation chez la souris, il est testé en clinique pour la DMD
et la DMB (Consalvi et al., 2013). Deux essais cliniques de phase IlI/Ill et de phase Il sont
actuellement en cours (respectivement NCT03373968 et NCT02851797). La piste de la
follistatine est également 'objet de stratégie de thérapie génique (voir paragraphe 4 « Les

thérapies géniques pour compenser |'absence de dystrophine », page 65).

Depuis, des études ont montré que I'ensemble de la voie de la myostatine était sous-
exprimée chez patients DMD, tant au niveau génétique que protéique (Mariot et al., 2017,
2020). Cette sous-expression ne serait pas le reflet de la fonte musculaire mais bien I'altération
de la régulation de la myostatine par le tissu malade. Cela expliquerait la faible efficacité des

traitements ciblant la myostatine pour lutter contre la DMD.
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La réduction de la fibrose

Un enjeu majeur dans les thérapies de la DMD est la réduction de la fibrose se formant
en remplacement du muscle suite aux processus de nécrose. De nombreuses molécules déja
commercialisées, dont les mécanismes moléculaires sont mieux compris aujourd’hui et sont
réemployées afin de traiter d’autres pathologies, notamment la DMD. C'est le cas pour le
tamoxiféne, un modulateur des récepteurs cestrogenes, tres employé pour le traitement des
cancers du sein hormono-dépendants. Testé sur le modele de souris mdx5cv, un traitement au
tamoxifene induit une amélioration de la structure et de la fonction musculaire avec une
diminution de la fibrose (Dorchies et al., 2013; Farrar and Jacobs, 2021). Le tamoxifene a fait
I"'objet d’un essai clinique de phase | (NCT02835079), dont les résultats encourageants ont
permis de démarrer un essai clinique de phase Il débuté en juin 2018 TAMDMD

(NCT03354039) (Dorchies and Brignol, 2019; Tsabari et al., 2021).

La molécule simvastatine initialement indiquée, entre autres, pour le traitement de
I"hypercholestérolémie familiale, est également envisagée pour le traitement de la DMD.
Molécule inhibitrice de l'enzyme hydroxyméthylglutaryl CoA réductase, impliquée dans la
synthese du cholestérol, la simvastatine est aussi connue pour réduire I'inflammation, le stress
oxydatif et la fibrose (Schénbeck and Libby, 2004). L'étude d’un traitement par cette molécule
chez la souris mdx, a mis en évidence une amélioration de la fonction musculaire par réduction
de I'inflammation, de la fibrose et du stress oxydatif (Whitehead et al., 2015). Une étude plus
poussée a également permis de mettre en évidence une amélioration de la fonction cardiaque
grace a la simvastatine dans le méme modeéle dystrophique (Kim et al., 2019). Plus récemment
une étude a remis en question ces résultats (Verhaart et al., 2021). Les résultats ont montré

gu’aucun bénéfice de traitement a la simvastatine n’était observé chez la souris madx.

L’atteinte cardiaque

L'un des défis dans I'étude des parametres cardiologiques dans la DMD est la nécessité
d’un recul de plusieurs années pour observer une potentielle efficacité di a I'impact du
remodelage tissulaire cardiaque sur les parametres mesurés (Vitiello et al., 2019). On peut
cependant citer I'étude de I'inhibition des minéralocorticoides endogénes, responsables de

I’'augmentation de la postcharge, et de I'activation des voies pro-fibrotiques et donc participant
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a la dégradation de la fonction cardiaque chez les patients dystrophiques (Vitiello et al., 2019).
Il a été montré que des molécules antagonistes aux minéralocorticoides comme la
spironolactone et I'éplérénone, permettent une amélioration de la fonction ventriculaire chez
des patients traités lors d’essais cliniques (NCT02354352 et NCT01521546) (Rafael-Fortney et
al., 2011; Raman et al., 2015, 2019).

Les mutations du gene de la dystrophine

Chez les patients DMD, 10 a 15% des patients DMD présentent des mutations non-sens
(voir illustration Figure 8). Dans ce contexte, des stratégies pharmacologiques visant la
translecture des codons stops prématurés sont testées. Le principe consiste a forcer le
complexe ribosomique, grace a des molécules aminoglycosides, a lire « a travers » le codon
stop en ajoutant un acide aminé de maniere aléatoire (Dabrowski et al., 2018). Un médicament
de ce type, I'ataluren (Translarna™), développé par PTC Thérapeutics possede une AMM
conditionnelle en Europe. Identifié par screening moléculaire, I'agent chimique alors nommé
PTC124 permet une translecture efficace des codons stops prématurés sans cibler les codons
stops normaux, avec une bonne tolérance chez la souris mdx (Welch et al., 2007). Plusieurs
essais cliniques ont été menés par la suite en montrant une bonne tolérance de 'organisme a
la molécule, une augmentation de I'expression de la dystrophine, une amélioration du test de
marche de six minutes et un ralentissement de la dégénérescence musculaire (Finkel et al.,
2013). Ces résultats ont mené a une AMM conditionnelle en Europe, réservant la prescription
aux jeunes patients DMD de moins de cing ans dans le contexte d’'une mutation non-sens du
géne de la dystrophine. Aux Etats-Unis, la Food and Drug Administration (FDA) n’a cependant
pas autorisé la mise sur le marché de la molécule, ne considérant pas son efficacité suffisante.
Un essai clinique de phase Il regroupant 230 patients a été mené suite aux exigences de 'AMM
conditionnelle et les résultats n‘ont pas permis de confirmer I'efficacité de I'ataluren par
rapport au placébo chez les patients traités (McDonald et al., 2017). L'agence européenne du
médicament a malgré tout prolongé I'AMM conditionnelle jusqu’en septembre 2021 en
I’étendant également aux patients des I’age de 2 ans, avec une demande de nouvelles études
d’efficacité. D’autres essais cliniques sont donc actuellement menés dont un essai international
(NCT02369731) mené dans plus de 70 centres internationaux. Ces études vont permettre

d’affiner I'étude de I'efficacité de la molécule, notamment sur le potentiel prolongement de
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I"'ambulation des patients et le niveau d’expression de la dystrophine obtenu (NCT03648827)
(Mercuri et al., 2020).

Toujours dans le but de faire exprimer une dystrophine dans les fibres musculaires des
patients DMD, des travaux étudient la possibilité de traiter les patients par thérapie cellulaire.
Pour introduire ces principes thérapeutiques, il est important de présenter le processus de

régénération cellulaire du muscle.

Lors de lésions des fibres musculaires, gu’il s’agisse de dommages liés a un exercice
physique ou liés a une condition pathologique particuliére, le processus de régénération
recrute différents types cellulaires (Chal and Pourquié, 2017; Dueweke et al., 2017). Il s’agit de
cellules souches satellites quiescentes naturellement présentes dans le tissu musculaire, de
fibroblastes et de cellules du systéme immunitaire. Dans les premiéres étapes du processus de
régénération, les noyaux des fibres musculaires squelettiques jouent un rdéle important sur le
controle de la fonction des fibres musculaires (Dueweke et al., 2017). Suite a la lésion d’une
fibre musculaire, les noyaux de la zone endommagée subissent souvent une apoptose.
L'incapacité a remplacer les noyaux perdus lors de la |ésion peut expliquer une partie de
I’atrophie persistante, souvent observée dans les muscles ayant subi des Iésions modérées a
graves (Biral et al., 2000; Smith et al., 2000). La population de cellules souches satellites
musculaires au stade myoblaste fournit une source de nouveaux noyaux en fusionnant avec les
fibres musculaires |ésées (Hawke and Garry, 2001). Les cellules satellites résident dans un
espace entre le sarcolemme et la membrane basale et existent dans un état de quiescence. En
réponse a une blessure, les cellules satellites s’activent, migrent vers le site de la lésion,
proliférent et fusionnent en structures appelées myotubes. Puis elles fusionnent avec la fibre
|ésée pour repeupler les noyaux perdus (Hawke and Garry, 2001). Lors de cette activation, un
pool de cellules satellites se forme pour revenir en quiescence, permettant de faire face aux
prochaines lésions potentielles. Ces cellules souches jouent également un réle important dans
la régulation de 'activité des fibroblastes, qui sont principalement responsables de la synthese

et du remodelage de la matrice extracellulaire (Murphy et al., 2011).
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La thérapie cellulaire est basée sur la transplantation hétérologue ou autologue de
cellules, dans le but de régénérer le tissu ou l'organe endommagé du patient, ou de
reconstituer des populations spécifiques de cellules (Sun et al., 2020a). Plusieurs stratégies sont
actuellement étudiées afin de transplanter, chez les patients DMD, des cellules capables de
venir fusionner avec les fibres musculaires. Ces cellules issues d’un individu sain, hétérologues,
ou autologues corrigées avant transplantation, viendraient apporter des noyaux contenant du
matériel génétique sain, et donc une version fonctionnelle du gene de la dystrophine capable

de s’exprimer chez les patients.

La premiere transplantation expérimentale de myoblastes remonte a 1989, lorsque ces
essais ont été effectués sur la souris mdx (Morgan et al., 1990; Partridge et al., 1989). Les
travaux chez 'lhomme et la souris ont montré que les myoblastes humains ou murins normaux
injectés en intramusculaire forment des fibres musculaires positives a la dystrophine, avec la
reconstitution partielle d’'une morphologie musculaire normale (Gussoni et al., 1992; Huard et
al., 1992; Kinoshita et al., 1994). Cependant, les taux de fibre musculaire exprimant la
dystrophine étaient assez faibles : 0-5% (Karpati et al., 1993), 0-10,3% (Mendell et al., 1995), O-
3,6% (Tremblay et al., 1993), 0% (Morandi et al., 1995), 0-80% (Huard et al., 1992). Une seule
étude a été translatée en essai clinique, essai au cours duquel les patients DMD ayant regu les
myoblastes humains hétérologues et partiellement immunocompatibles, n"ont montré aucune
amélioration fonctionnelle du membre transplanté. Ces résultats ont été expliqués par un rejet
immunitaire des cellules, par le nombre limité et la faible migration des cellules injectées, et

par la mort massive des cellules aprées transplantation (Skuk and Tremblay, 2003).

Par la suite, plusieurs études ont testé la transplantation de myoblastes provenant de
donneurs sains chez le patient DMD, par injection intramusculaire (Skuk et al., 2004, 2006,
2007). Il a été montré que les cellules transplantées s’étaient bien intégrées au muscle, en
exprimant de la dystrophine, mais ne s’étaient pas disséminées au-dela de la zone d’injection,
ce qui ne permettait pas une analyse fonctionnelle des patients injectés. Un essai clinique
canadien de phase I/Il du CHU de Québec-Université Laval est en cours avec pour objectif de
tester la transplantation intramusculaire de myoblastes de donneurs sains dans un muscle du

bras (extensor carpi radialis) de patients DMD (NCT02196467).
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D’autres essais cliniques ciblant la cardiomyopathie des patients, sont menés par la
société Capricor Therapeutics aux Etats-Unis. Ces essais de phase 1 et 2 sont basés sur la
transplantation de cellules souches cardiaques allogéniques, provenant de donneurs sains, et
appelées CAP-1002 (NCT02485938 et NCT03406780). Des essais précliniques avaient
démontré les propriétés anti-inflammatoires, anti-fibrotiques et régénératrices de ces cellules
(Tseliou et al., 2013), avec une amélioration de la fonction cardiaque lors de leur administration
chez la souris mdx de 6 mois. Les patients semblent présenter une bonne tolérance des cellules
transplantées. Les premiers résultats indiqueraient une amélioration de la fonction cardiaque
avec une fibrose significativement diminuée et une amélioration de la fonction musculaire
squelettique (Taylor et al., 2019). Une extension de ces essais est en cours (NCT04428476) et
I"essai de phase 3 va bientot débuter (NCT05126758).

D’autres populations de cellules a potentiel myogénique sont testées comme les
cellules mésangioblastes (Benedetti et al., 2018; Cossu et al., 2015; Serena et al., 2016). Ces
cellules sont une sous-population des cellules péricytaires que I'on trouve généralement autour
des capillaires sanguins dans les muscles squelettiques et les tissus adipeux des mammiferes
adultes (Dellavalle et al., 2007; Tedesco et al., 2017). Elles présentent un intérét particulier car
elles peuvent se différencier en muscle squelettique, muscle lisse, adipocytes ou ostéocytes en
fonction de la voie de signalisation (Quattrocelli et al., 2012). Un intérét particulier est porté a
ces cellules en raison de leur capacité a traverser la paroi des vaisseaux sanguins pour atteindre
les muscles, ce qui pourrait permettre une utilisation systémique potentielle (Bonfanti et al.,
2015). Un essai clinique italien de phase I/Il a été lancé en 2011 (Eudract 2011-000176-33). Ce
projet a tout d’abord permis de montrer qu’il était techniquement posible d’injecter des
centaines de millions de cellules souches hématopoiétiques dans la circulation atérielle
périphérique de patients pédiatriques (Cossu et al., 2015). Un événement d’effet secondaire
grave est survenu chez un patient qui a été victime d’un accident vasculaire cérébral, dont la
cause est incertaine. Bien que l'étude n’ait pas été congue afin d’évaluer I'efficacité du
traitement, mais sa sécurité, chez les deux patients DMD les plus jeunes, il a été observé des
améliorations clinigues comme une diminution de la fréquence des chutes et une amélioration

de la marche.
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Une autre stratégie thérapeutique, consistant a la transplantation d’un type particulier
cellules souches dérivées du muscle, est également a I'étude. Découvertes chez le chien et
retrouvées également chez ’homme, ces cellules ont été appelées cellules MuStem (Muscle-
derived Stem cell). Cette technique est en cours de développent pour étre évaluée en clinique

(Lorant et al., 2018a, 2018b; Rouger et al., 2011).

Le principal avantage des thérapies cellulaires est de permettre I'expression d’une
protéine dystrophine compléte dans les muscles de patients myopathes. Cependant cette
expression est dépendante du nombre de cellules transplantées qui réussissent a fusionner
dans les fibres musculaires pour exprimer la dystrophine. Grace a la thérapie génique,
I'ensemble des noyaux des fibres musculaires pourraient étre ciblés par des vecteurs

transportant un gene médicament codant pour une dystrophine.

L'étude et le développement de thérapies géniques est le principal sujet d’étude du
laboratoire TaRGet (Translational Research in Gene Therapy, UMR Inserm 1089, INSERM et
Nantes Université). Les projets de recherche portés par Caroline Le Guiner et Bodvaél Fraysse
sont plus particulierement focalisés sur la thérapie génique a I'aide de vecteurs AAVr (Adéno

Associated Virus recombinant) pour la DMD.

L’Agence Européenne des Médicaments (EMA) définit un médicament de thérapie
génique comme un médicament biologique remplissant les deux caractéristiques

suivantes (Wirth et al., 2013) :

e |l contient une substance active qui contient ou consiste en un acide nucléique
recombinant utilisé ou administré a I’étre humain en vue de réguler, réparer,
remplacer, ajouter ou supprimer une séquence génétique endogene.

e Son effet thérapeutique, prophylactique ou diagnostique est directement lié a
la séquence d’acides nucléiques recombinants qu’il contient, ou au produit

d’expression génétique de cette séquence.

La FDA aux Etats-Unis définit les produits de thérapie génique comme des produits « qui

agissent via la transcription et/ou la traduction du matériel génétique transféré et/ou par
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intégration dans le génome de I’h6te et qui sont administrés sous forme d’acides nucléiques,
de virus ou microorganismes génétiquement modifiés. Les produits peuvent étre utilisés pour
modifier des cellules in vivo ou transférés sur des cellules ex vivo avant administration au

patient » (Wirth et al., 2013).

A I'heure actuelle, plus de trois mille essais cliniques de thérapies géniques ont été
approuvés (http://www.abedia.com/wiley/index.html). Le cancer est la maladie la plus
largement ciblée par les thérapies géniques avec pres de 70% des essais cliniques concernés
dans le monde, suivi par les maladies monogéniques et les maladies cardiovasculaires
(http://www.abedia.com/wiley/index.html). Bien que de nombreux types de vecteurs soient
employés, qu’il s’agisse de vecteurs viraux ou chimiques (tel les nanoparticules et polymeres),
ici ne seront abordés que les vecteurs viraux de type AAV, majoritairement utilisés aujourd’hui

dans le développement des stratégies thérapeutiques de la DMD.

1. Les vecteurs AAV

Les virus AAV (Adéno-Associated Virus), sous leur forme sauvage, sont de petits virus
non enveloppés possédant un ADN simple brin d’environ 4,7kb (Naso et al., 2017; Wu et al.,
2010). Cet ADN a la particularité de contenir 3 cadres ouverts de lecture (ORF, Open Reading
Frame). Il code pour quatre protéines nécessaires a la réplication du virus (Rep78, 68, 52, et
40), pour trois protéines de structure de la capside (VP1, VP2 et VP3) ainsi que la protéine AAP
(Assembly-Activating Protein), participant a I'assemblage de la capside (Balakrishnan and
Jayandharan, 2014). De part et d’autre de ces genes viraux se trouvent des régions
palindromiques terminales inversées répétées dites ITR (Inverted Terminal Repeat) (Lusby et
al., 1980). Ces séquences permettent la formation de structures secondaires de I’ADN viral en
forme d’épingle a cheveux aux extrémités 5" et 3’. Elles servent d’origines de réplications

indispensables a la synthése du brin d’ADN complémentaire (Figure 10).
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Figure 10: Schéma représentant le génome AAV sauvage.

Les 2 ITR de I’AAV encadrent les 3 cadres de lecture ORF. L’ORF1 permet la lecture du gene REP, codant pour 4 protéines :
Rep78 et Rep68 sous le contréle du promoteur P5, et Rep 52 avec Rep 40 dépendants de P19. L’'ORF2 permet la lecture du
gene Cap, transcrit a partir du promoteur P40 et codant pour les protéines de capside VP1, VP2 et VP3. L’'ORF3, cadre

alternatif de lecture permet la production d’AAP. Adapté de Balakrishnan and Jayandharan, 2014.

Les virus AAV font partie de la famille des Parvoviridae du genre Dependovirus, c’est-a-
dire que leur réplication est dépendante de la co-infection par un autre virus, dit « helper », tel
que I'adénovirus, ou I'herpesvirus, par exemple. Les virus AAV sont capables de transduire des
cellules quiescentes ainsi que des cellules en division (Shupe et al., 2022). De plus ce sont des
virus dits non-intégratifs, c’est-a-dire que le génome viral ne s’intéegre pas dans le matériel
génétique de la cellule héte. Des études ont montré que le matériel génétique des vecteurs
AAVr persistait sous forme de chromatine épisomale circulaire, permettant son expression a
long terme dans les cellules cibles (Clark and Penaud-Budloo, 2011; Penaud-Budloo et al.,
2008). Cependant, des cas d’intégration du matériel génétique de I’AAV sauvage ont déja été
décrit. Chez I'homme, un locus du chromosome 19, a été décrit pour étre un site d’intégration
non homologue du génome AAV sauvage (Kotin et al., 1992). Bien qu’il ait longtemps été admis
que les virus AAV n’étaient associés a aucune pathologie humaine, des études ont rapporté des
cas d’intégration du génome de I’AAV (de sérotype 2) dans quelques cas d’hépatocarcinomes
humains (Bijlani et al., 2022; Nault et al., 2015). Chez ces patients qui ne présentaient pas de

facteur de risque connu, les intégrations localisées dans des oncogenes ont conduit a une
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surexpression des génes cibles, remettant en question 'absence de pathogénicité de I'AAV

(Nault et al., 2015).

Muscle Coeur Foie Poumons Oeil Systeme Nerveux
squelettique Central

Figure 11 : lllustration du tropisme des différents sérotypes AAV envers les principaux organes chez I’homme.

Adapté de Li and Samulski, 2020, Srivastava, 2016, et Manini et al., 2022.

Plus de cents sérotypes naturels d’AAV ont été identifiés a ce jour, dont une dizaine
sont particulierement étudiés dans le cadre de la thérapie génique (Pillay et al., 2017). Les
différents sérotypes d’AAV se distinguent par la séquence de leurs protéines VP, influant sur la
composition protéique de leur capside (Li and Samulski, 2020; Manini et al., 2022; Pillay et al.,
2017; Srivastava, 2016). Cette derniere influe directement sur leur tropisme, c’est-a-dire leur
capacité a infecter préférentiellement un type cellulaire. Il s’avere trés important de choisir un
sérotype adapté lors de la conception d’une thérapie génique afin d’optimiser la distribution
du vecteur dans |'organe cible et ainsi de potentialiser la transduction tout en limitant les effets
secondaires et les réactions du systeme immunitaire. L'efficacité des différents sérotypes varie
entre les tissus (Figure 11). Il peut également varier entre les especes et en fonction du mode

d’administration (Srivastava, 2016).

Découvert a 'origine par accident dans une préparation d’adénovirus simien (Atchison
etal.,, 1965), les virus AAV sont également retrouvés chez I’"homme (Blacklow et al., 1967). C'est
19 ans plus tard, en 1984 qu’un AAV a été vectorisé pour la premiere fois, et appelé AAVr a des

fins de transferts de génes (Hermonat and Muzyczka, 1984). La vectorisation du virus consiste
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au retrait du matériel génétique viral, a I'exception des séquences ITR, qui est remplacé par le
gene médicament (Figure 12). Ce vecteur viral a été utilisé 11 ans plus tard (en 1995) pour la
premiére fois chez un patient atteint de mucoviscidose (Flotte et al., 1996). Plusieurs essais
cliniques pour d’autres maladies monogéniques ont suivi (Mendell et al., 2021). Et c’est en 2012
que 'EMA a approuvé le premier médicament de thérapie génique utilisant 'AAVr, le Glybera,
indiqué dans le traitement du déficit en lipoprotéine lipase (Yla-Herttuala, 2012). Le Glybera a
été retiré du marché récemment en raison du faible nombre de patients mais aussi de son prix
trés élevé (un million de dollars). Il a été suivi par I'approbation du Luxturna par la FDA en 2017
pour le traitement de I’Amaurose Congénitale de Leber, une maladie rétinienne héréditaire
(Miraldi Utz et al., 2018), et en 2019 par 'approbation du Zolgensma par la FDA pour le

traitement de I'amyotrophie spinale de type 1 (Hoy, 2019).

Pour le traitement de la DMD chez ’lhomme, I'ensemble des muscles squelettiques du
corps et le cceur doivent étre ciblés par le vecteur AAVr pour espérer un bénéfice
thérapeutique. Bien que les spécificités de tropisme des vecteurs AAVr chez ’lhomme soient
encore peu connus, elles sont étudiées sur de nombreux modeles cellulaires et animaux
(Manini et al., 2022). Les sérotypes AAV6 (Blankinship et al., 2004; Weller et al., 2010), AAV8
(Gao et al., 2002; Nakai et al., 2005; Wang et al., 2005), AAV9 (Mendell et al., 2017; Pacak et
al., 2006; Shen et al., 2011; Zincarelli et al., 2008)et 'AAVrh74 (Mendell et al., 2020; Rodino-
Klapac et al., 2007) ont été montrés comme particulierement efficaces pour transduire les
différents types de muscles, et cibler les maladies musculaires impliquant le coeur et le
diaphragme (Figure 11). Le sérotype AAV9 a notamment été choisi pour deux essais cliniques
de thérapie géniques de la DMD, celui de Pfizer (PF-06939926) et celui de Solid Biosciences
(SGT-001). Le sérotype AAVrh74 a été choisi quant a lui pour les essais cliniques de Sarepta
(SRP-9001) et le sérotype AAV8 pour I'essai de Généthon (GNT 0004) (voir paragraphe « La

thérapie génique AAV-microdystrophine », page 69).

2. Les méthodes de production

Le vecteur recombinant AAVr est obtenu en modifiant le génome de I'AAV. Les geénes
Rep et Cap de I'AAV sont remplacés par la cassette d’expression contenant le géne médicament

(transgene). Les ITR du génome de I"’AAV sont par contre conservés de part et d’autre de la
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cassette d’expression (Figure 12). Ces derniers sont nécessaires a la réplication et

I’encapsidation du génome dans les cellules lors de la production de vecteur AAVr, puis a la

circularisation du vecteur au sein des cellules transduites (Ayuso et al., 2010; Yan et al., 2005).

5ITR

5'ITR

Génome AAV sauvage

3'ITR

3F'ITR

Cassette d’expression

Figure 12 : Schéma représentant le génome AAV sauvage en comparaison du génome du vecteur AAV recombinant

Dans le matériel génétique de I’AAV, a été inséré la cassette d’expression thérapeutique, a la place des genes Rep et Cap

Plusieurs méthodes de production de vecteur AAVr existent. La plus communément

utilisée est la méthode de co-transfection transitoire de deux a trois plasmides dans des cellules

productrices HEK293 (Human Embryonic Kidney cells) (Aponte-Ubillus et al., 2018; Escandell et

al., 2022; Xiao et al., 1998). Les plasmides co-transféctés sont constitués des éléments suivants,

et sont représentés sur la Figure 13 :

Un premier plasmide porte les genes Rep et Cap du sérotype de vecteur AAV
choisi. Ce sont les protéines traduites a partir du gene Cap qui déterminent le
sérotype de I’AAVr produit.

Le deuxiéme plasmide code pour la cassette d’expression a encapsider avec les
ITR de part et d’autre. La plupart du temps, les ITR codés sont ceux de 'AAV2 en
raison de leur facilité a étre encapsidés dans les capsides d’autres sérotypes
d’AAV.

Le troisieme plasmide code pour des génes auxiliaires de I'adénovirus E4, E2a et

VA RNA essentiels a la production du vecteur AAVr. Afin d’améliorer la co-
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transfection de I'ensemble des éléments, les deux derniers plasmides peuvent

étre regroupés en un seul.

Cette méthode de transfection transitoire de plasmide dans des cellules humaines
adhérentes a I'avantage d’étre simple et flexible pour la recherche fondamentale et pour les
essais préliminaires (Aponte-Ubillus et al., 2018). Cependant, la culture en milieu adhérent
limite la production a grande échelle de lots d’AAVr. Des travaux réalisés dans le but
d’augmenter la quantité de vecteurs AAVr obtenus, ont permis de mettre au point des systemes
de culture de cellules HEK293 en suspension (Grieger et al., 2016). Ces systemes permettent la
production en bioréacteurs et augmentent considérablement le rendement en vecteurs AAVr
obtenu. Lutilisation du modéle de cellules d’insecte Sf9 permet également une production
d’AAVr a grande échelle. Cette méthode nécessite I'utilisation de baculovirus recombinants
portant les génes Rep, Cap et la cassette d’expression du vecteur AAVr flanquée des ITR

(Penaud-Budloo et al., 2018; Virag et al., 2009).

HEK293
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Figure 13: lllustration de la méthode de production de vecteurs AAVr en cellules HEK293 par co-transfection

Les deux a trois plasmides portant les genes Rep, Cap, la cassette d’expression avec les ITR2 et les genes auxiliaires E4, E2a et
VA RNA sont co-transfectés en cellules HEK293. Les fonctions de complémentation de I'adénovirus, grdce aux génes auxiliaires,
permettent I'activation des phases du cycle de I’AAV. L’ADN polymérase des cellules HEK293 avec les protéines Rep permettent
la réplication du génome portant la cassette d’expression et I’'encapsidation dans les capsides vides formées par I'assemblage

des protéines VP.
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Les particules d’AAVr produites sont extraites par lyse des cellules productrices HEK293.
Les débris cellulaires sont séparés des vecteurs par filtration ou centrifugation, puis purifiées
classiquement par gradient de chlorure de césium ou d’iodixanol (Ayuso et al., 2010; Sena-
Esteves and Gao, 2020). La purification par gradient de césium présente |'avantage de
permettre une séparation par différence de densité des particules AAVr vides ou pleines, alors
que la purification par gradient d’iodixanol conserve davantage de particules vides. Lors de
productions a grande échelle avec des criteres de qualité de grade clinique, la purification est
le plus souvent réalisée par des combinaisons de chromatographies par échange d’ions et
d’affinité. Ces purifications ne permettent cependant pas de trier les particules AAVr pleines et
vides, ce manque d’homogénéité du lot de vecteur AAVr peut en impacter |'efficacité. Les
méthodes de production d’AAVr sont choisies également en fonction du grade de qualité
recherché : grade recherche ou grade clinique répondant a différentes normes comme les BPF
(Bonnes pratiques de Fabrication). Le lot d’AAVr produit est ensuite soumis a différentes
analyses de «contréle qualité » afin de déterminer notamment le titre, la pureté et

I'infectiosité des vecteurs (Ayuso et al., 2010).

3. Les limites des vecteurs AAVr en application thérapeutique

Aujourd’hui, on dénombre plus de cent-trente essais cliniques qui impliquent des
thérapies par vecteurs AAVr (Au et al, 2022) (Clinicaltrials.gov). Comme spécifié
précédemment, trois médicaments de thérapies géniques par vecteur AAVr ont déja obtenu
une AMM. Les nombreux avantages que présente |'utilisation des vecteurs AAVr en thérapie
génique, induisent une forte croissance des études et essais cliniques employant cette
technologie (Au et al., 2022). Il est d’ailleurs attendu que plus de cinquante essais cliniques
s’achevent au cours des trois prochaines années, dont plus de 80% d’essais de phase Il ou plus.
Cela permettra I'obtention d’avantage de données d’efficacité des vecteurs AAVr, et on

I"'espére plus de médicaments disponibles sur le marché pour les patients.

Il est cependant important de préciser que des limites existent quant a |'utilisation de
ces vecteurs AAVr en thérapie génique. Elles sont notamment liées a la réponse immunitaire

de I'organisme et a la capacité d’encapsidation de I'’AAVTr.
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L'immunogénicité des vecteurs AAVr

D’une maniére générale, il a été décrit que I'/AAV était peu immunogene par rapport a
d’autres virus comme |‘adénovirus. Bien que les raisons ne soient pas completement
comprises, une hypothese repose sur I'observation que certains AAV ne transduisent pas
efficacement les cellules présentatrices d’antigene (Mays et al., 2014). Malgré cela, les
protéines de la capside de I’AAVr ainsi que le transgene et produit du transgéne peuvent

déclencher des réactions immunitaires.

Le systéeme immunitaire se compose des réponses immunitaires innées et adaptatives.
Ces deux immunités sont étroitement liées mais médient des réactions humorales et cellulaires
différentes (Grubbs and Kahwaji, 2022). La réponse immunitaire innée est rapide et non
spécifique de I'agent immunogene, tandis que I'immunité adaptative est plus lente a se mettre
en place et est spécifique. Cette réaction immunitaire fait notamment intervenir les
lymphocytes B pour la réponse humorale et les lymphocytes T pour la réponse cellulaire. Suite
a la primo-infection c’est la réponse adaptative du systéme immunitaire qui permet la mise en

place de la mémoire immunitaire (Hook and Friedman, 2007).

Lors de I'entrée du vecteur AAVr dans I'organisme, la premiére réaction a se mettre en
place est la réaction immunitaire innée (Dauletbekov et al., 2019). Il a été montré que les
particules AAVr pouvaient étre détectées par des PRR (Pattern Recognition Receptors) comme
les TLR (Toll-Like Receptor), et en particulier par le TLR2 qui reconnait les glycoprotéines et
lipoprotéines de capside et par le TLR9 capable de détecter 'ADN double brin du vecteur
(Vandamme et al., 2017). Ces interactions seraient a I'origine de cascades cytokiniques comme
avec l'interféron de type |, par exemple (Zhu et al., 2009). Par ailleurs, des études ont montré
gu’il y aurait une activation du systeme du complément dans la réponse immunitaire de I’'hote
au vecteur AAVr, ce qui a notamment été observé dans au moins deux essais cliniques pour la
DMD (Duan, 2018). Le type et I'étendue des mécanismes cellulaires et humoraux déployés
fournissent des signaux pour le recrutement des acteurs de I'immunité adaptative, c’est-a-dire

les lymphocytes B et T, ainsi que les cellules présentatrices d’antigene (Rogers et al., 2011).

L'immunité adaptative survient aprés I'immunité innée et permet la reconnaissance

spécifique de I'antigene et I'élimination des agents pathogenes, suivi de 'établissement de la
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mémoire immunitaire. Lors de la primo-infection de I’h6te par le vecteur AAVr, les lymphocytes
T et B s’activent apres avoir reconnu un antigéne présenté par les cellules présentatrices
d’antigénes (Abbas, 2020). Il a été montré que les cellules transduites et les cellules
présentatrices d’antigene présentent des épitopes immunogeénes dérivés de la capside des
vecteurs AAVr aux lymphocytes T CD8+ cytotoxiques via le CMH de classe | (Hui et al., 2015;
Mingozzi et al., 2007; Pien et al., 2009; Rogers et al., 2017). Les lymphocytes cytotoxiques sont
ensuite activés et éliminent les cellules transduites, ce qui provoque une inflammation de
I'organe ciblé et une diminution de la durée d’efficacité du vecteur AAVr (George et al., 2017;
Manno et al., 2006; Nathwani et al., 2011; Palaschak et al., 2017). La premiere preuve de
I'importance de la réponse cellulaire contre la capside de I’AAV a été obtenue lors d’un essai
clinique pour I’hémophilie B. L'injection d’'un AAV2-FIX a permis une expression transitoire du
transgene qui s’est complétement éteinte ensuite (Manno et al., 2006; Mingozzi et al., 2007).
Cette perte d’expression du transgene corrélait avec une augmentation des transaminases
hépatiques dans le sang, signifiant la destruction des hépatocytes transduits par les
lymphocytes T cytotoxiques. En parallele, la reconnaissance de ces épitopes dérivés de la
capside, présentés par le CMH de classe Il active les lymphocytes T CD4+ auxiliaires qui vont
faciliter les réponses immunitaires humorales et cellulaires (Shirley et al., 2020). Dans une
certaine mesure, les résultats des essais cliniques suggerent que I'immunogénicité du vecteur
AAVr corréele avec la dose de vecteurs AAVr injectés (Mingozzi et al., 2009; Nathwani et al.,
2011). Ainsi, une faible dose de vecteurs serait mieux « silencieuse » immunologiquement et
favoriserait le maintien de I’expression du transgene. De la méme maniere que pour 'immunité
anti-capside, le produit du transgene peut également étre immunogéene pour I'organisme hote.
La présentation d’épitopes du transgene, dans la mesure ou il s’agit d’une protéine du « non-
soi » pour le systéeme immunitaire, peut induire une activation des lymphocytes et médier des
réponses cytotoxiques et humorales déléteres pour I'expression du transgene thérapeutique
(Ashley et al., 2019; Butterfield et al., 2019; Herzog et al., 2017; Hoffman et al., 2011). Ce
phénomene a d’ailleurs été observé dans un essai clinique de thérapie génique
microdystrophine pour la DMD (Mendell et al., 2010). Dans le but de limiter ces réactions
néfastes pour le patient et le produit thérapeutique, les stratégies privilégiées consistent en (i)
I"exclusion de patients présentant des mutations nulles avec absence compléte de la protéine

déficiente, et/ou (ii) I'administration transitoire de traitements pharmacologiques
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immunosuppresseurs. Des molécules anti-inflammatoires stéroidiennes comme la
prednisolone permettent de limiter la réponse cellulaire anti-AAVr et prolongent I'expression

du géne médicament (Basner-Tschakarjan and Mingozzi, 2014; Nathwani et al., 2014).

De nombreuses études sont menées pour optimiser le transfert de genes par vecteur
AAVr dans le but de limiter les réactions du systeme immunitaire et préserver I'expression du
transgene thérapeutique. Des pistes comme |'optimisation des protéines de la capside sont
notamment a I'étude pour augmenter I'efficacité de transduction, et ainsi a la fois réduire les

doses thérapeutiques a injecter et échapper au systéme immunitaire (Li and Samulski, 2020).

Un autre obstacle immunitaire a prendre en considération dans les stratégies de
thérapie génique par vecteur AAVr est I'immunité préexistante a I’AAV sauvage chez 'lhomme
(Verdera et al., 2020). Les AAV sauvages sont naturellement présents dans I'environnement et
peuvent naturellement infecter ’lhomme. Ainsi, une partie de la population développe des
anticorps et des facteurs neutralisants contre la capside de I’AAV qui constituent I'immunité
humorale préexistante aux AAV. Ces anticorps et facteurs neutralisants qui réagissent contre la
capside de I'AAV peuvent se lier aux protéines de capside des vecteurs AAVr et les empécher
de transduire les cellules cibles. Ce phénomene limite considérablement I'efficacité du transfert
de génes. Les études de prévalence montrent qu’environ 80% de la population serait
séropositive pour au moins un sérotype d’AAV (Verdera et al., 2020). Il existerait cependant des
variations importantes de la prévalence en fonction des différents sérotypes d’AAV, et des
régions géographiques considérées (Verdera et al., 2020). A I'heure actuelle, on estime que 30
a 60% de la population serait séropositive a ’AAV2 qui serait le sérotype affichant la plus forte
prévalence. En raison de la forte homologie de séquence et homologie structurelle des capsides
des différents sérotypes d’AAV, il existe une réactivité croisée des anticorps neutralisants. Ainsi,
certains anticorps neutralisants peuvent reconnaitre plusieurs sérotypes AAV, augmentant la
séropositivité estimée dans la population (Calcedo and Wilson, 2016; Kruzik et al., 2019). Une
sérologie est donc systématiquement réalisée chez les patients avant toute inclusion dans des
protocoles d’essais cliniques utilisant des vecteurs AAVr. Des pistes sont envisagées pour
inclure des patients séropositifs, comme par exemple des protocoles de plasmaphérese (Bertin
et al., 2020; Leborgne et al., 2020) ou des administrations d’endopeptidases pour réduire le

taux d’anticorps neutralisants circulants chez les patients (Elmore et al., 2020; Leborgne et al.,
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2020). De la méme maniere que pour I'immunité humorale préexistante, lors d’un premier
contact avec I’AAV sauvage ou vecteur AAVr, une immunité cellulaire va se mettre en place et
persister sous forme de mémoire immunitaire (Verdera et al., 2020). Cette mémoire
immunitaire qui mobilise les lymphocytes B et T est limitante pour une ré-administration
potentielle de vecteur AAVr chez le patient, dans le cas ou I'expression du géne médicament
serait perdue. Cependant, lorsque cette immunité est dirigée contre les protéines de la capside
du vecteur, des pistes de traitements immunomodulateurs sont envisagées. Des essais chez la
souris et le primate non humains ont montré une réinjection possible du vecteur AAVr lorsqu’il

était coadministré avec de la rapamycine (Meliani et al., 2018).

La composante immunitaire lors de la mise en place d'un essai clinique est tres
importante a prendre en compte. En particulier lorsque des déces inexpliqués surviennent chez
des patients inclus en essais cliniques AAVr. En décembre 2021, Pfizer a annoncé le décés d’un
jeune patient qui était inclu dans I'essai de phase | minidystrophine NCT03362502. Les causes
du décés ne sont pas encore communiquées, cependant les criteres d’inclusion des patients
ont été durcis pour exclure les patients présentant un plus haut risque d’inflammation

cardiaque (Pagliarulo N, Biopharmadive.com).

La limite d’encapsidation des vecteurs AAVr

Dans le contexte de la thérapie génique pour lutter contre la DMD, I'inconvénient
principal des vecteurs AAVr est la limite de la taille de la cassette d’expression qui peut étre
encapsidée. Des équipes ont étudié la capacité maximale d’encapsidation des vecteurs AAVr
en essayant de produire des particules encapsidant plus de matériel génétique que les virus
AAV sauvages (avec 4,7 kb de taille de génome) (Dong et al., 2010; Grieger and Samulski, 2005;
Lai et al., 2010; Wu et al., 2010). Les différents résultats générés ont permis de conclure que
les AAVrl a 9 ne pouvaient pas encapsider de génome supérieur a 6 kb, sans pour autant fixer
de limite précise d’encapsidation entre 4,7 et 6 kb. Cette limite serait également variable en
fonction du sérotype des vecteurs AAVr et de la nature du transgéne. C'est pourquoi il est
généralement considéré que la limite d’encapsidation des vecteurs AAVr est de 5 kb (Figure
12). U'ensemble de la cassette d’expression délivrée par le vecteur AAVr en thérapie génique
est donc limitée a une taille de 5 kb ce qui constitue un inconvénient pour les stratégies

d’addition de géne, en particulier pour la lutte contre la DMD. En effet, cette limite ne permet
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pas le transfert de ’ADNc complet de la dystrophine qui est d’une longueur d’environ 14 kb
(Athanasopoulos et al., 2004). C'est pourquoi des stratégies alternatives au transfert de la
séquence codant la dystrophine compléte sont étudiées. Il s’agit par exemple de stratégies
additives visant a faire exprimer des dystrophines raccourcies mais fonctionnelles appelées
mini ou microdystrophines. D’autres stratégies de thérapies géniques par édition de genes ou
permettant de générer des sauts d’exons sont aussi a I'étude pour le traitement de la DMD.
Cette limite d’encapsidation des vecteurs AAVr a également mené a I'étude de thérapies pour

compenser par d’autres voies I'absence de la dystrophine dans la DMD.

4. Les thérapies géniques pour compenser I'absence de dystrophine

Un exemple de thérapie génique pour compenser I'absence de la dystrophine chez les
patients DMD, vise a faire surexprimer la follistatine dans les muscles dystrophiques. L'intérét
de cibler la follistatine a été présenté dans le paragraphe concernant les stratégies
pharmacologiques pour traiter la DMD (voir paragraphe A. « Les thérapies pharmacologiques »,
page 45). La thérapie génique follistatine consiste a faire exprimer un transgéne codant pour la
follistatine et vectorisé par AAVr (Mendell et al., 2015). Aprés administration chez le primate
sain, une augmentation de la force et de la taille musculaire a été mesuré (Kota et al., 2009). La
stratégie thérapeutique a ensuite été testée en essai clinique de phase I/Il chez des patients
DMB (NCT01519349). Les résultats ont montré que certains patients avaient gagné en force
musculaire apres l'injection bilatérale dans le quadriceps (Mendell et al., 2015). Ces bénéfices
fonctionnels étaient accompagnés d’une diminution du nombre de noyaux centraux, une
diminution de I'anisocytose des fibres musculaires et une réduction de la fibrose. Aucun effet
secondaire n’a été observé par ailleurs. Les bons résultats obtenus chez les patients DMB ont
permis d’autoriser un essai clinique chez les patients DMD, débuté en 2015 (NCT02354781),

dont les résultats ne sont pas encore communiqués.

5. Les thérapies géniques pour faire exprimer une dystrophine

Parmi les pistes de thérapie génique étudiées pour soigner la DMD, certaines visent a
faire exprimer une dystrophine pour rétablir un phénotype sain chez les patients. A défaut de

pouvoir restaurer I'expression de la protéine entiere, en raison de la difficulté technique a
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transférer un géne aussi long (14 kb pour ’ADNc, ADN complémentaire de la dystrophine
compléte), il a été proposé de faire exprimer la protéine raccourcie mais toujours fonctionnelle.
Cette version de la protéine est naturellement exprimée chez les patients DMB, qui présentent
un phénotype moins sévere que les patients DMD (Aartsma-Rus et al., 2009). C'est dans ce but

qu’a été développée la stratégie du saut d’exon visant a corriger '’ARNm de la dystrophine.
Le saut d’exon médié par les oligonucléotides anti-sens

Cette technique permet d’induire un saut de certains exons précis lors de I'épissage de
I’ARNm afin de produire une protéine plus courte mais fonctionnelle (Aartsma-Rus et al., 2009).
Sur la base de ce raisonnement, des oligonucléotides anti-sens (AON) de 20 a 30 pb de longueur
ont été congus pour s’hybrider et masquer spécifiqguement les sites d’épissage des exons ciblés,
afin que la machinerie d’épissage omette leur inclusion dans ’ARNm mature (Ferlini et al.,
2021). Ainsi, un nouvel ARNm corrigé est généré, permettant la traduction d’une dystrophine

fonctionnelle et tronquée (Figure 14).

Mutation induisant une délétion de I’exon 51

Mutation

st B
|_. :> Dystrophine absente

Traitement par saut d’exon
AON

48 49 50 G-, .
1 :> Cadre de lecture conserve
Expression d’'une « quasi-dystrophine »

Figure 14 : Schéma illustrant la stratégie du saut d’exon
Dans cet exemple, I'exon 51 est sauté lors de I'épissage de I’ARN pré-messager en raison de la mutation du géne de la dystrophine.
Cela induit un décalage du cadre de lecture symbolisé par la forme d’emboitement des exons. L’hybridation d’une séquence

oligonucléotide anti-sens (AON) sur le site d’épissage de I'exon 50 permet de masquer cet exon au spliceosome et empéche son

inclusion dans '’ARNm mature DMD. Le cadre de lecture est ainsi rétabli et permet I'expression d’une « quasi-dystrophine ».
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Le saut d’exon médié par AON est une approche spécifique a certaines mutations.
Actuellement réservée aux mutations par délétion, cette technique est théoriquement

applicable a environ 83% des patients DMD (Fortunato et al., 2021).

Plusieurs AON ont été concgus pour le saut d’exon. Pour optimiser 'adressage de ces
acides nucléiques dans les cellules et les protéger lors de leur distribution dans I'organisme, ils
sont couplés a des molécules chimiques comme les PMO (Phosphorodiamidate Morpholino
Oligomer), le 220OMePS (2’-O-méthyl), ou des PMO conjugués a des peptides de pénétration
cellulaire PPMO (Peptide phosphorodiamidate Morpholino Oligomer) (Sun et al., 2020b).
Chimiguement, les AON-PMO sont trés stables, électriquement neutres et hautement
hydrophiles. Cela leur confere un excellent profil de sécurité avec une faible réponse

immunitaire et peu d’effets hors cible (Fortunato et al., 2021).

Plusieurs AON-PMO ont été développés comme [I'Eteplirsen (Exondys 51 ;
NCT03218995, NCT03985878 ; NCT03992430 ; NCT04179409), congu pour sauter |'exon 51.
L'Eteplirsen a été approuvé (approbation conditionnelle) comme médicament orphelin par la
FDA. Récemment, la FDA a également donné son approbation pour le Golodirsen et le
Viltolarsen, congus pour sauter I'exon 53, et le Casimersen, congu pour sauter I'exon 45. Les
données recueillies jusqu’alors chez les patients DMD, montrent que les AON-PMO sont bien
tolérés et slrs dans la DMD apres administration intraveineuse hebdomadaire (Frank et al.,
2020; Komaki et al., 2020; Kuntz et al., 2020). Un inconvénient avec ces stratégies
thérapeutiques est leur efficacité clinique limitée en raison d’un ciblage tissulaire peu efficace
et sous-optimal, comme en témoignent les faibles taux de restauration de la dystrophine
(environ 5%) dans les biopsies musculaires squelettiques malgré les hautes doses administrées
(Godfrey et al., 2017). Dans le modeéle de la souris mdx, I'emploi d’AON-PPMO (PMO conjugués
a des peptides de pénétration cellulaire) a montré une augmentation significative du ciblage
musculaire avec une restauration de la dystrophine a la fois dans le muscle squelettique et le
cceur (Tsoumpra et al., 2019). Alors que les études précliniques ont soulevé certaines
inquiétudes concernant le profil d'innocuité des PPMO de premiere génération, la nouvelle
génération de PPMO basée sur la nouvelle chimie PPMO de Sarepta (SRP-5051) est récemment
entrée dans un essai clinique de phase I/Il (NCT03675126, NCT04004065) (Fortunato et al.,
2021).
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Le saut d’exon médié par AAVr

Pour compenser les défauts de ciblage des AON dans les tissus, et les inconvénients liés
aux injections hebdomadaires, il a été proposé de vectoriser ces petits oligonucléotides dans
des vecteurs AAVr, grace a des petites cassettes d’expression U7snRNA (pour small nuclear
RNA) (Goyenvalle, 2012; Goyenvalle et al., 2004). Le snRNA U7 est un petit ARN nucléaire
impliqué de maniere physiologique dans la maturation 3’ des ARN pré-messagers des histones
(Brun et al., 2003; De Angelis et al., 2002; Gorman et al., 1998). Il peut également étre converti
en outil pour la modulation de I'épissage en y insérant un site de liaison aux protéines du
spliceosome, et une séquence AON d’intérét (Schimperli and Pillai, 2004). Une fois exprimée
dans les cellules cibles, la séquence AON est intégrée dans des particules snRNP (small nuclear
ribonucleoprotein), ce qui la protege de la dégradation et permet son accumulation dans le

noyau ou se produit I'épissage (Goyenvalle, 2012).

Suite a la preuve de concept chez les souris mdx (Goyenvalle et al., 2004), des études
supplémentaires ont montré une correction du phénotype dystrophique et une récupération
partielle de la force musculaire aprés injection intramusculaire et intraveineuse d'AAV-
U7snRNA chez des chiens golden retriever atteints de dystrophie musculaire (Le Guiner et al.,
2014; Vulin et al., 2012). Ce type d'approche de saut d'exon médié par vecteur lentiviral peut
étre combiné a des thérapies cellulaires pour corriger le cadre de lecture des cellules souches
musculaires avant leur injection (Benchaouir et al., 2007). De plus, cette approche vectorisée
offre la possibilité de délivrer efficacement plusieurs cassettes U7snRNA afin de cibler plusieurs
exons, ce qui pourrait étre extrémement utile pour élargir le nombre de patients éligibles a ces

thérapies « personnalisées ».

L’édition de géne par CRISPR/Cas9

L’édition de génome a l'aide de la technologie CRISPR/Cas9, qui est un autre moyen
pour corriger la mutation du géne de la dystrophine directement dans le code génétique des

patients, est étudiée pour soigner la DMD.

Le systeme CRISPR/Cas9 est une technologie d’édition du génome spécifique, efficace
et polyvalente, de la famille des nucléases programmables (Fortunato et al., 2021). Ces

nucléases peuvent effectuer des coupures d’ADN double brin en repérant des régions
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spécifiques de I’ADN. Suite a ces clivages, le systéme de réparation de I’ADN peut effectuer
deux types de ligations : (i) les ligations non homologues, dites Non-Homologous End-Joining
(NHEJ), qui sont fréguemment sujettes a erreur, et (i) les ligations par recombinaison
homologue dites Homologous-Directed Repair (HDR), rendues possibles grace a des séquences
nucléotidiques portant des régions d’homologies avec les extrémités générées. Cette
recombinaison homologue permet d’orienter la ligation en incluant des insertions, délétions,
ou substitutions dans la zone d’intérét. Cette technologie peut ainsi étre utilisée pour corriger

ou éliminer un défaut génétique (Cox et al., 2015).

Dans le cadre de la DMD, le systeme CRISPR/Cas9 a été utilisé pour restaurer le cadre
de lecture ouvert de la dystrophine, en simulant 'effet de saut d’exon par AON, de maniére
définitive. Des études récentes ont permis de montrer que I"administration de CRISPR/Cas9
meédiée par AAVr, peut restaurer le cadre de lecture du gene DMD, et ainsi restaurer la protéine
dystrophine in vitro et in vivo dans le modeéle de souris AEX50, et chez la souris mdx (Amoasii et

al., 2017; Long et al., 2016).

Cette stratégie thérapeutique est en cours d’optimisation pour palier a certaines
limitations avant son transfert en essai clinique. Il s’agit en particulier de réduire la réponse du
systeme immunitaire au vecteur AAVr, et au systeme CRISPR/Cas9, ainsi que de diminuer le
risque d’effet « off-target » (autrement dit, une édition de gene aspécifique dans le génome)

(Fortunato et al., 2021).

La thérapie génique AAV-microdystrophine

Afin de pallier au probléeme de la taille du transcrit de la dystrophine trop grand pour
étre encapsidé dans I’AAVr, des transgenes plus courts que celui de la dystrophine complete
ont été synthétisés et nommeés mini et microdystrophine (Ramos and Chamberlain, 2015). C’est
en 1997 que les premiers travaux ont été publiés sur la construction d’une minidystrophine
ADysM3 de 3,7 kb (Yuasa et al., 1997). L’expression que de cette minidystrophine chez la souris
mdx a permis de rétablir le DAPC au sarcolemme sans pour autant voir un effet thérapeutique
(Yuasa et al., 1998), surement lié au fait que cette minidystrophine est dépourvue du domaine
central (Cox et al., 1994). De nombreuses études ont ensuite été menées pour déterminer les

domaines de la dystrophine qui seraient soit dispensables soit essentiels a la fonction de la
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protéine raccourcie (Athanasopoulos et al., 2004; Duan, 2018). Bien que le réle de chaque
domaine ne soit pas encore totalement établi, I'ensemble de ces travaux a fait émerger trois
constructions de mini et microdystrophines (MD) qui sont actuellement en essais cliniques pour
la DMD (Mendell et al., 2021) (AFM-Telethon.fr). Ces trois MD conservent les domaines N-ter,
le domaine riche en cystéine, les premiers et derniers domaines « spectrine-like », ainsi que les

premiers et derniers domaines charnieres (Figure 15).
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Figure 15 : Schéma des constructions de mini et microdystrophines actuellement en essais cliniques
Adapté de la these Bourdon 2020, figure 20 « Structures et caractéristiques des différentes constructions de MDs évaluées par

transfert de gene en études précliniques », page 86

Le premier essai clinique AAVr-MD pour la dystrophie musculaire de Duchenne a été
mené aux Etats-Unis en 2006 par le docteur Mendell et ses collaborateurs (Bowles et al., 2012;
Mendell et al., 2010). Le produit thérapeutique AAVr2.5-MDA3990 a été injecté a différentes
doses en intramusculaire dans le biceps de six patients DMD &dgés de 5 a 11 ans. Le vecteur
AAVr2.5 choisi correspond a un variant chimérique de la capside de I’AAV2 portant cing
mutations de I'AAV1. Malgré le fait que plusieurs patients aient montré une expression
génétique de la MD, un faible taux de transduction du vecteur a été observé chez deux patients
qui possédaient un fort taux d’anticorps neutralisants contre I’AAV2.5 et donc une immunité
préexistante contre ce sérotype de vecteur. De plus, la protéine MD n’a pu étre détectée que
faiblement chez deux patients. L"échec de ce protocole a permis de reconsidérer les points
critiques que représentent le choix du vecteur et I'étude de la sérologie des patients, ainsi que

la surveillance de la réponse immunitaire cellulaire contre la capside et le transgéne.

Depuis lors, trois essais menés par les sociétés Pfizer (NCT03362502 de phase |,

NCT04281485 de phase Ill), Solid Biosciences (NCT03368742 de phase I/Il) et Sarepta
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Therapeutics (NCT03375164, NCT04626674 et NCT03769116 de phase | et Il, NCT05096221 de
phase Ill) ont débutés depuis 2017 aux Etats-Unis et un essai mondial porté par Généthon (GNT-
004 de phase I/1l/Ill) en collaboration avec Sarepta a débuté en 2021 (AFM-Téléthon). Les
quatre essais cliniques visent a évaluer la sécurité et 'efficacité de thérapies géniques AAVr-
MD par injection intraveineuse, mais présentent des différences de protocoles majeurs. La
premiere différence notable entre ces essais cliniques est le vecteur d’AAVr choisi, tandis que
Pfizer et de Solid Biosciences ont choisi d’utiliser ’AAVr9, Généthon utilise le sérotype AAVr8
et Sarepta Therapeutics utilise le sérotype rAAVrh74. Ce dernier sérotype a été découvert chez
les macaques rhésus, il présente un tropisme élevé pour le cceur et les muscles squelettiques
(Mendell et al., 2020; Rodino-Klapac et al., 2007). Pour augmenter la spécificité tissulaire pour
I"expression du transgene thérapeutique, les séquences codantes des MD ont été placées sous
controle de promoteurs spécifiques du muscle : le promoteur synthétique spc5.12 pour
Généthon (Li et al., 1999), et ceux dérivés du promoteur de la créatine kinase, le MHCK7 pour
Sarepta (Salva et al., 2007), et le CK8 pour Solid (Martari et al., 2009). L’étude de dose est
également différente entre les essais, alors que Sarepta teste une dose unique de 2814 vg/kg,
les protocoles de Pfizer et Solid prévoient respectivement deux (1514 et 2814 vg/kg) et trois
doses (a partir de 5813 vg/kg) croissantes de vecteurs. Différentes constructions de MD ont été
utilisées par les différents groupes pharmaceutiques, la MD A3990 pour Pfizer, la MD1 pour

Sarepta et Généthon, et la uDys5R pour Solid (Figure 15).

Les résultats préliminaires obtenus pour le produit thérapeutique de Sarepta, le SRP-
9001, montre qu’il est bien toléré chez les patients avec peu d’effets secondaires,
principalement des vomissements. Le traitement entraine une production significative de
microdystrophine dans les muscles des patients injectés 3 mois apres son administration. Avec
un recul de 3 ans apres injection aujourd’hui, les résultats cliniqgues montrent un maintien
général de la force musculaire, avec une amélioration du score NSAA des patients par rapport
au groupe contrdle. Cependant les scores des patients DMD traités diminuent tout de méme
avec la progression de la maladie (communiqué de Sarepta a la Muscular Dystrophy Association

2022) (Mendell et al., 2020; Willcocks et al., 2021).

Concernant les premiers résultats communiqués par Pfizer au sujet de I'essai de son

produit PF-06939926, il a été montré que la minidystrophine était exprimée dans 20 a 40% des
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fibres musculaires des patients injectés. Des analyses par imagerie IRM ont montré qu’il y avait
moins d’adipose musculaire chez les patients injectés. De plus, un an apres I'injection, le score
fonctionnel NSAA était stable ou augmenté pour 70% des patients injectés par rapport au
groupe contrble. Trés récemment, en décembre 2021 I'essai NCT03362502 de phase | a été
suspendu par la FDA en raison du déces d’un jeune patient DMD inclus dans le protocole. Les
raisons précises de son décés ne sont pas encore communiquées, méme si les critéres
d’inclusion de Pfizer dans cet essai ont été durcis pour exclure les patients porteurs de
mutations génétiques les prédisposant a un fort risque d‘inflammation cardiagque (communiqué

de Pfizer a la Muscular Dystrophy Association 2022, clinicaltrialsarena.com).

L’essai de Solid Biosciences a également connu des difficultés. En effet, I'essai avait été
suspendu en raison d’effets secondaires survenus chez les patients. Suite a I'injection du
produit thérapeutique SGT-001, les patients ont montré une activation de la cascade du
complément, accompagnée de fievre et de vomissement. De plus, un patient a développé une
hépatite grave qui a été soignée aprés un traitement anti-inflammatoire stéroidien. Il a été
précisé que tous les effets secondaires se sont produits dans les trois mois suivant
I'administration de la thérapie génique, sans autre événement a des périodes de suivi plus
longues, qui allaient de quatre mois a prés de quatre ans. Malgré cela, les données de biopsies
musculaires ont montré que le traitement induisait une production de microdystrophine dans
les muscles, associée a une localisation membranaire restaurée du B-sarcoglycane et de la
nNNOS. Deux ans apres traitement, les patients ont montré une stabilisation ou amélioration des
scores cliniqgues NSAA et du 6MWT, ainsi que de la fonction pulmonaire comparé aux données
historiqgues (communiqué de Solid a la Muscular Dystrophy Association 2022,

musculardystropynews.com).

Le dernier essai clinique a été lancé en 2020 par Généthon, en collaboration avec
Sarepta Therapeutics (AFM-Telethon.fr). Il s'integre dans un programme en deux étapes qui a
débuté par une étude d’histoire naturelle de la maladie chez plus de 100 patients DMD. L'essai
clinique de phase I/Il/Ill est international et se tient en France, au Royaume-Uni, en Israél et
aux Etats-Unis. Il a également pour but d’évaluer un produit thérapeutique AAVrS8-
microdystrophine, et un premier patient a recu le traitement a Paris en Mars 2021.

Malheureusement, 'essai a été suspendu environ un mois apres, en raison d’un événement
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indésirable grave survenu chez ce patient. Sans que I'on ait a ce jour plus de détails sur la nature
et les causes de cet événement indésirable, Généthon a récemment annoncé la reprise de cet

essai, avec des modifications du protocole (Genethon.fr/product/dmd/).

Les premiers résultats de ces essais de thérapies géniques AAVr-MD sont
encourageants, bien que des effets secondaires soient survenus chez des patients injectés. En
effet, plusieurs réactions secondaires graves qui n’avaient pas été observées en préclinique
sont survenues chez I'homme apres I'injection des vecteurs AAVr, dont le déces d’un patient
en Décembre 2021. Méme si le lien entre le déces du patient dans I'essai de Pfizer et I'injection
du produit thérapeutique n’a pas été établi a ce jour, les principaux effets secondaires
développés par les patients sont liés a des réactions du systéeme immunitaire. La meilleure
compréhension de ces phénomeénes ainsi que I'optimisation des vecteurs AAV pourraient
permettre de limiter la survenue de ces événements néfastes pour les patients et pour
I"'expression du transgene thérapeutique. Malgré cela, les résultats préliminaires de ces essais
cliniques AAVr-MD restent encourageants au niveau de I'expression de mini et
microdystrophine chez les patients injectés, et de I'amélioration de I'état physiopathologique
des muscles (en IRM et score cliniques). Les résultats a long terme de ces thérapies pourront
renseigner sur I’évolution de I'expression des MD dans les muscles, ainsi que sur I'amélioration
de la fonction musculaire et cardiaque des patients. lls pourront également permettre de
renseigner sur les durées potentielles d’efficacité de ces thérapies géniques qui rapprochent
les patients DMD des patients DMB. En effet, la perspective d’une guérison complete grace a
la thérapie génique par vecteur AAVr est actuellement limitée par la capacité d’encapsidation
restreinte de celui-ci. Tant qu’il sera impossible d’encapsider la séquence codante de la
dystrophine complete dans les vecteurs AAVr, nous ne pouvons espérer qu’un allegement des
symptomes des patients DMD, qui deviendront des patients DMB. Pour ces patients, qui
présenteront toujours une atteinte musculaire certaine, il est nécessaire de développer
d’autres stratégies thérapeutiques qui ciblent les atteintes physiopathologiques communes aux

patients Duchenne et Becker.
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Chapitre lll: A la recherche de nouvelles cibles
thérapeutiques contre la DMD

|.  Des généralités sur le tissu musculaire

En I'absence de dystrophine, de nombreuses dérégulations d’expression génétique,
protéique et d’homéostasie surviennent. De nombreuses cascades de mécanismes
moléculaires et cellulaires en découlent sans que les liens avec I'absence de dystrophine soient
clairement établis. Ces évenements survenant principalement dans le muscle squelettique, il
est nécessaire d’en rappeler la structure et le réle physiologique. Pour ensuite, en présenter les

atteintes physiopathologiques dans le contexte de la Dystrophie Musculaire de Duchenne.

Les muscles présents dans |'organisme se classent en deux grandes catégories en
fonction de leur organisation histologique et leur mode de contraction (Campbell and Maani,
2021). Le premier type sont les muscles lisses, qui sont retrouvés dans la paroi de nombreux
organes comme les vaisseaux sanguins, les intestins, et I'utérus (Hafen and Burns, 2021; Hafen
et al., 2021). Ils sont capables de se contracter de maniere involontaire et sont constitués de
petites cellules fusiformes. Elles sont organisées en tuniques musculaires ou en cellules isolées
dans le tissu conjonctif. Ces caractéristiques les différencient du second type de muscles
retrouvés dans I'organisme qui est le muscle strié, nommé ainsi du fait des stries observées en
microscopie le long des cellules musculaires (Ripa et al., 2021). Ces muscles comprennent les
muscles striés squelettiques, ainsi que le muscle cardiague. Le muscle cardiaque a la
particularité d’étre un muscle creux émettant des contractions rythmigues automatiques et
involontaires (Saxton et al., 2021). Les cardiomyocytes sont des cellules cylindriques qui
présentent a leurs extrémités, un sarcolemme en forme de « marche d’escalier » appelé trait
scalariforme. Leurs segments transversaux permettent la jonction adhérant avec les autres
cardiomyocytes, tandis que leurs segments longitudinaux permettent une jonction
communicante entre les cellules (campus.cerimes.fr, institut-myologie.org). Les muscles striés
squelettiques tiennent leur nom du fait qu’ils sont fixés au squelette par I'intermédiaire des

tendons (Kamina, 2009). Ils sont constitués de longues cellules multinucléées appelées fibres
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musculaires, elles-mémes organisées en groupements de fibres, appelés faisceaux de fibres

musculaires.

Le terme muscle vient du latin musculus, signifiant « petite souris ». Les muscles ont des
propriétés comme I'excitabilité, la contractilité et I'élasticité, qui leur permettent, grace au

systeme nerveux central, de déployer de la force et de générer un mouvement.

1. L'organisation anatomique macroscopique du muscle strié squelettique

Les muscles striés squelettiques représentent environ 40% de la masse corporelle, on
en dénombre plus de six-cent chez ’hnomme (Campbell and Maani, 2021). En général, le muscle
se compose d’un corps épais rouge et contractile, le ventre, et d’extrémités plus étroites
blanches et résistantes qui sont les parties tendineuses. Tandis que le ventre produit la force
et la puissance, les tendons transmettent la force et servent de leviers osseux. Bien que les
muscles squelettiques s’inserent principalement sur les os, grace a leurs parties tendineuses,
ils peuvent également étre liés a différents tissus comme le cartilage ou d’autres muscles. On
distingue 2 types d’insertions aux muscles, 'origine et la terminaison (Figure 16) (Kamina,

2009).

Partie
tendineuse

— Origine

i Terminaison

Ventre 1

Biceps brachial Trapeze

Figure 16 : Exemples de nomenclature musculaire

Adapté de Kamina, 2009
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2. L'organisation histologique du muscle strié squelettique

Le muscle strié squelettique tient son nom a son aspect strié longitudinal et transversal
lors de son observation au microscope optique (Frontera and Ochala, 2015). Lors de
& I'observation  microscopique du  tissu

“— Myofilament
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3
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les fibres sont isolées les unes des autres par
I'endomysium (Figure 17) (Frontera and

Figure 17 : Structure du muscle squelettique

Adapté de Kamina, 2009 Ochala, 2015).

La cellule musculaire mature et fonctionnelle est la fibre musculaire (Kamina, 2009). Elle
est constituée de nombreux éléments comme la membrane plasmique appelée sarcolemme,
les myofibrilles (unités moléculaires contractiles), les mitochondries, le réticulum
sarcoplasmique (RS) et les noyaux. Le sarcolemme procure une forme caractéristique
particuliere aux fibres musculaires, en formant des invaginations transverses réguliéres le long
des cellules. Ces invaginations nommées tubules T (tubules Transverses) permettent
I'augmentation des zones d’échanges avec le milieu extracellulaire et la création d’une
structure indispensable appelée triade. La triade tient son nom de la conformation du tubule T
qui est entouré de part et d’autre de deux citernes terminales de réticulum sarcoplasmique.
Ces triades sont essentielles au déclenchement de la contraction musculaire par un potentiel

d’action, signal nerveux lors du processus de contraction musculaire (AFM-Telethon.fr).
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3. Lagenese du tissu musculaire

Le tissu musculaire squelettique prend son origine dans le feuillet primitif, le
mésoderme, et suit plusieurs stades de développement embryonnaire. Par la suite le muscle
adulte est capable de varier en masse musculaire en fonction de son activité physique ainsi que

se régénérer suite a des lésions (Chal and Pourquié, 2017).

Le muscle est généré lorsque des cellules a potentiel myogénique fusionnent entre elles
afin de former des myotubes qui maturent ensuite en fibres musculaires. Lors de ce processus,
les noyaux des cellules fusionnées sont conservés et se positionnent en périphérie des fibres
musculaires. Le muscle squelettique possede des cellules souches myogéniques en périphérie
des myofibres qui sont dites cellules satellites. Elles interviennent aprées une lésion, en sortant
de quiescence et en s’activant. Ces myoblastes proliferent afin de former deux groupes de
cellules distincts. Une partie minoritaire de ces cellules s’engagent dans la voie d’auto-
renouvelement et rentrent en quiescence afin de former un nouveau pool de cellules satellites.
La majeure partie des myoblastes s’engagent dans la voie de différenciation myogénique
terminale pour combler le muscle |ésé et former de nouvelles fibres musculaires (Chazaud,

2018).

Le muscle est un tissu voué a se contracter. Une contraction musculaire sert au maintien
de la posture du corps ou a la dynamique des membres. La contraction du muscle squelettique
consiste au raccourcissement des fibres musculaires, grace au glissement des protéines du

sarcomeére l'actine et myosine, I'une sur l'autre.

Pour générer une contraction, le muscle squelettique a besoin de recevoir un influx
nerveux stimulateur (Kamina, 2009). Le muscle squelettique est constitué de fibres
musculaires, chacune innervée via une jonction neuromusculaire appelée plague motrice par
laquelle I'influx nerveux arrive au muscle. Le potentiel d’action arrivant a cette plague motrice
provoque la libération d’acétylcholine dans la synapse neuromusculaire. Il s’agit de la premiere
étape du couplage excitation-contraction. L’acétylcholine, qui est un neurotransmetteur, va se
fixer aux récepteurs a l'acétylcholine du sarcolemme qui vont ainsi s’activer pour permettre

I'entrée d’ions sodium dans la fibre musculaire. L'influx sodique initie une dépolarisation
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membranaire qui provoque la genese d’un potentiel d’action. Cette dépolarisation auto-
entretenue se propage le long du sarcolemme, jusqu’aux tubules T a la triade. Le couplage
excitation-contraction fait alors intervenir le récepteur a la dihydropyridine (DHPR), canal
calcique voltage dépendant, qui active mécaniquement le récepteur a la ryanodine (RyR), un
autre canal calcique, a citerne terminale du réticulum sarcoplasmique. Le RS est le principal
réservoir intracellulaire de calcium des fibres musculaires. L’activation des RyR a sa membrane
permet le relargage du calcium stocké, dans le cytoplasme (Zabtocka et al., 2021). C'est aux
sarcomeres, ou sont organisés les filaments d’actine et de myosine, que le calcium va servir de
messager secondaire au couplage excitation-contraction. Le raccourcissement des sarcomeres
survient lorsque les tétes de myosines peuvent se lier a I'actine et générer un mouvement grace
a I'hydrolyse de I’ATP. En I'absence de calcium, la fibre musculaire est au repos, les sites de
liaison de la myosine sur I'actine sont masqués par la tropomyosine et la troponine. C'est en se
fixant a la troponine que le calcium permet le changement de conformation de la
tropomyosine, libérant ainsi les sites de liaison de la myosine sur I'actine. La myosine, en
hydrolysant I’ATP, génere |'énergie qui est traduite en glissement de la myosine sur I'actine. La
force et le degré de la contraction résultent du nombre de fibres musculaires stimulées. La
contraction musculaire prend fin lorsque le calcium est recapté dans les compartiments

intracellulaires (Figure 18) (Frontera and Ochala, 2015).
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Dans le muscle squelettique, le calcium intracellulaire du RS est la source calcique
prépondérante pour le couplage excitation-contraction (Cho et al., 2017, 2018; Lee, 2010; Lee
et al., 2006a; Rios et al., 1992; Zucchi and Ronca-Testoni, 1997). C'est pourquoi pendant
longtemps, le réle du calcium extracellulaire a suscité peu d’intérét. Il y a une vingtaine
d’années, une étude a cependant montré que I'épuisement du RS en calcium induisait une
entrée de calcium extracellulaire dans les fibres musculaires squelettiques de souris
(Kurebayashi and Ogawa, 2001). Cette étude a mis en évidence que des flux calciques
provenant du milieu extracellulaire étaient induit lorsque que le RS se vidait en calcium. Un
certain nombre de questions se sont alors posées : pourquoi, quand et comment le calcium
extracellulaire est mobilisé et utilisé dans les fibres musculaires squelettiques ? (Choi et al.,

2020).

Les mécanismes d’entrée du calcium dans le muscle squelettique opérée par la vidange

des stocks intracellulaires en calcium

Lors du couplage excitation-contraction, des courants calciques issus du milieu
extracellulaire surviennent en réponse a la déplétion des stocks intracellulaires en calcium (du
ER ou RS). lls sont définis comme courants SOCE (Store-Operateur Calcium Entry). Les fonctions
des canaux SOCE n’étaient initialement pas claires dans ces études (Kurebayashi and Ogawa,
2001; Launikonis et al., 2003). Certaines études utilisant des myotubes différenciés in vitro ou
des fibres musculaires isolées ont révélé les réles des canaux SOCE dans la physiologie et
physiopathologie des muscles squelettiques (Dirksen, 2009; Ducret et al., 2006; Pan et al.,
2002, 2014; Stiber and Rosenberg, 2011; Stiber et al.,, 2008a; Wei-LaPierre et al., 2013;
Yarotskyy and Dirksen, 2012). Le processus SOCE est important dans le remplissage calcique et
maintien la teneur calcique du RS. Cela permet la performance maximale des muscles
squelettiques (Allen et al., 2008; Pan et al., 2014; Stiber et al., 2008a; Sztretye et al., 2017).
Généralement, lors de I'épuisement du RS en calcium, STIM1 (molécule d’interaction stromale,
senseur du calcium du RE et RS) s’auto-oligomérise et active les courants SOCE en se liant aux
canaux d’entrée du calcium dans la membrane plasmique, comme Orail (Feske et al., 2006;
Liou et al., 2005, 2007; Park et al., 2009; Roos et al., 2005; Zhang et al., 2006). Dans les cellules

musculaires squelettiques, les canaux médiateurs de SOCE dépendants de STIM sont divisés en
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deux groupes : les canaux Orai (acteurs principaux) et les canaux calciques TRPC (canaux
Transient Receptor Potential Canonical) (voir paragraphe B « Les canaux TRPC », page 97)
(Antigny et al., 2017; Huang et al., 2006; Kiviluoto et al., 2011; Liao et al., 2007; Lépez et al.,
2006; Lyfenko and Dirksen, 2008; Pan et al., 2014; Peinelt et al., 2006; Prakriya et al., 2006;
Stiber et al., 2008a; Vandebrouck et al., 2002; Yuan et al., 2007). Les deux groupes de canaux
médiateurs de SOCE peuvent étre localisés a la triade, aux tubules T (Cho et al., 2017, 2018;

Lee, 2010; Lee et al., 2006a; Rios et al., 1992; Zucchi and Ronca-Testoni, 1997).

Les protéines Orai et STIM dans les courants SOCE musculaires squelettiques

En plus de linteraction d’Orail avec les STIM, les TRPC peuvent fonctionner
directement en tant que canaux SOCE dans les cellules musculaires squelettiques, lorsqu’ils
sont hétéromérisés avec STIM1 (Liao et al., 2007; Lopez et al., 2006; Yuan et al., 2007). Dans le
muscle squelettique, le principal acteur des courants SOCE est Orail (Dirksen, 2009; Lee et al.,
2013; Roberts-Thomson et al., 2010; Stiber et al., 2008a; Sztretye et al., 2017; Wei-LaPierre et
al., 2013). inactivation d’Orail chez la souris qui provoque I'absence de courants SOCE médiés
par ce canal, induit des défauts de développement musculaire et de différentiation myogénique
terminale avec une diminution de la masse musculaire (Carrell et al., 2016; Kiviluoto et al.,
2011; Wei-LaPierre et al., 2013). Les mutations du gene Orail et les anormalités de courants
SOCE résultantes sont étroitement liées aux maladies du muscle squelettique (Choi et al.,
2020). Les patients porteurs d’'une mutation délétére Orail (R91W) présentent une hypotonie
musculaire associée a un déficit immunitaire combiné sévere (SCID), principalement dU a
I'impact sur le SOCE (McCarl et al., 2009). D’autres mutations du géne codant pour Orail ont
été identifiées chez ’lhomme (V107M, G98S ou T184M) (Bohm et al., 2017). Ces mutations
rendent le canal constitutivement actif, ce qui induit une myopathie des agrégats tubulaires
associée a une suractivité des courants SOCE. Chez la souris, il a été démontré que les SOCE,
via Orail, participent au maintien des niveaux de Ca?* dans le cytosol et le RS au repos dans les
myotubes squelettiques (Li et al., 2010). Les roles des autres canaux Orai identifiés a ce jour,

Orai2 et Orai3, sont mal connus dans le muscle squelettique (Choi et al., 2020).

Quant aux protéines STIM, STIM1, STIM2 et STIMI1L, elles sont exprimées dans les
cellules musculaires squelettiques, et STIM1 est directement impliquée dans le développement

normal et les fonctions du muscle squelettique (Darbellay et al., 2010, 2011; Horinouchi et al.,

81



2012; Lee et al., 2013; Lyfenko and Dirksen, 2008; Stiber et al., 2008a). Des études ont montré
que l'inactivation de STIM1 inhibe le remplissage du RS en calcium par les courants SOCE et
altére ensuite la différenciation terminale des myoblastes en myotubes, tandis que la
surexpression de STIM1 en accélére la différenciation et augmente les courants SOCE (Antigny

et al., 2013; Darbellay et al., 2009; Lyfenko and Dirksen, 2008).

Il.  La physiopathologie musculaire de la DMD

1. La fragilité mécanique du sarcolemme

Les membranes plasmiques sont composées de bicouches lipidiques asymétriques
constituées de différents lipides comme les phospholipides, sphingolipides, glycolipides et
stérols, ainsi que de 20 a 30% de protéines (Gofii, 2014; Lombard, 2014; Nicolson, 2014). Ces
protéines sont responsables de la conduction ionique, impliquées dans diverses voies de
signalisations cellulaires ou dans I'intégrité structurelle de la membrane plasmique (Houang et
al., 2018; van Meer et al., 2008). Cette composition peut considérablement varier en fonction
du type cellulaire ainsi que du contexte pathologique (Houang et al., 2018; Maxfield and Tabas,
2005). La fonction principale de la membrane plasmique est de séparer le milieu intracellulaire
de I'environnement extérieur pour préserver I'homéostasie intracellulaire (Houang et al,
2018). Lincapacité de cette barriere a assurer cette fonction conduit a I'épuisement du
métabolisme énergétique cellulaire, avec une perte des potentiels de membrane et

dérégulations biochimiques, pouvant mener a une mort cellulaire.

Comme pour les autres membranes plasmiques, le sarcolemme peut étre caractérisé
par plusieurs critéres : la fluidité membranaire liée aux mouvements intra-bicouche lipidique,
ou le degré de tassement de ses composants, par exemple. D’un autre coté, la composition ainsi
que la structure de la membrane peuvent étre décrites par la mesure de la rigidité, de
I"élasticité et de la résistance a la traction (Evans and Needham, 1987; Houang et al., 2018;
Marguet et al., 2006). D’un point de vue structurel, la seule bicouche lipidique du sarcolemme
n’est pas suffisante pour résister aux tensions membranaires provoquées par les contractions
musculaires (Nichol and Hutter, 1996). L'intégrité mécanique du sarcolemme est soutenue par

des protéines clés du cytosquelette, incluant la dystrophine, la spectrine et I'actine-F (Le
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Rumeur et al., 2010; Manno et al., 2002). Dans les années 1970-1980, I'analyse par microscopie
électronique du muscle dystrophique ont montré des perturbations de la membrane
musculaire appelées lésions delta (Mokri and Engel, 1975; Pestronk et al., 1982). Ces lésions
ont été décrite en forme de doéme avec leur base en appui sur la surface de la fibre et leur
sommet pointant vers I'intérieur de la fibre musculaire. Cette découverte a conduit a proposer
I"hypothese selon laquelle la perte de la dystrophine dans la DMD, avec la dérégulation des
protéines du DAPC, induit une fragilité et I'apparition de trous au sarcolemme suite aux
contractions musculaires (Houang et al., 2018). La libération d’enzymes intracellulaires comme
la créatine kinase dans le milieu extracellulaire a suggéré que les perturbations membranaires
étaient suffisamment importantes pour permettent le passage transmembranaire de
macromolécules. Celles-ci peuvent ainsi étre surveillées en tant que biomarqueurs de lésions
musculaires (Ozawa et al., 1999). De maniére artificielle, ces passages de grandes molécules
ont été reproduites en laboratoire. Il a été démontré que I'absorption de protéines telles que
I"albumine ainsi que les colorants vitaux comme |'orange Procion (Petrof et al., 1993) et |e bleu
Evans (Matsuda et al., 1995) dans des fibres musculaires dystrophiques non nécrotiques, était
possible. Cette fragilité du sarcolemme concerne les muscles squelettiques dont le diaphragme

(Stedman et al., 1991) et le coeur (Yasuda et al., 2005).

2. Lesrodles précoces et prépondérants de la dérégulation de I'homéostasie
calcique

Chez les patients dystrophiques, des processus de nécrose cellulaire, d’infiltration de
cellules inflammatoires et de fibrose d’inflammation apparaissent (Kharraz et al., 2014). Les
meécanismes liant ces processus a I'absence de dystrophine ne sont pas clairement établis.
Cependant I'homéostasie calcique du muscle est perturbée dans un contexte dystrophique et
ce phénomene serait une composante importante des processus pathogéniques conduisant a

la dégénérescence des cellules musculaires (Houang et al., 2018).

Le calcium est un acteur majeur de la contraction musculaire car il est impliqué dans le
couplage excitation-contraction en plus de son role dans diverses voies de signalisation
cellulaire (voir paragraphe C « Le rdle du calcium dans le couplage excitation-contraction »,
page 77) (Bravo-Sagua et al, 2020). Les cellules saines et au repos maintiennent la

concentration en ions calcium cytosolique au niveau de 100 nanomolaires, tandis que la
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concentration extracellulaire en calcium est d'environ 1,0-1,8 milimolaires (Lee, 2010; Rizzuto
and Pozzan, 2006). Les influx calciques au travers de la membrane cellulaire, ainsi que des
organelles doivent étre régulés précisément pour répondre aux besoins spécifiques de chaque
cellule en fonction de son état physiologique. La gestion de ce calcium cellulaire est assurée
par différents acteurs participant a son entrée cellulaire, son trafic intracellulaire et son
évacuation extracellulaire, comme des canaux ioniques perméables au calcium, des pompes

calciques, et des échangeurs calciques (Lee, 2010).

C’est dans les années 1970-1980 que des perturbations calciques ont été observées
pour la premiére fois chez les patients DMD. Plusieurs équipes de recherche ont constaté des
surcharges calciques cytosoliques, et observé des dépots calciques intracellulaires dans des
biopsies de muscles de patients et des muscles de foetus DMD (Bertorini et al., 1984; Emery
and Burt, 1980; Jackson et al., 1985). Parmi les hypothéses avancées pour expliquer 'origine
de la surcharge calcique, une des premieres proposait I'implication des lésions et ruptures
membranaires des fibres dystrophigues. Cette hypothese expliquait 'augmentation du calcium
intracellulaire par une entrée du calcium non sélective et exacerbée depuis le milieu
extracellulaire (Davies and Nowak, 2006; Mokri and Engel, 1975; Petrof et al., 1993). Une autre
hypothese proposait I'implication de canaux ioniques perméables au calcium, donc une entrée
plus sélective. Des études ont alors montré qu’en présence d’inhibiteurs non sélectifs de
canaux calciques, il y avait une diminution de la SPCa (Sarcolemmal Permeability to Calcium)
(Fraysse et al.,, 2004) dans un contexte de lésions membranaires (Sonobe et al., 2008;
Whitehead et al., 2006a; Yeung and Allen, 2004). Cela réfutait la seule et unique implication
des lésions dans l'augmentation de la SPCa. Ces études ont aussi pu montrer que les
augmentations d’influx calciques survenaient suite a des contractions musculaires ou des
dépolarisations membranaires et qu’elles étaient exacerbés par |'augmentation de la
production de ROS (Whitehead et al., 2006a). Bien que l'identité moléculaire des canaux
responsables de 'augmentation de la SPCa dans la DMD soit encore incertaine aujourd’hui, de

nombreuses études sont menées pour les identifier.

Dans les cellules dystrophiques, 'augmentation de la SPCa provoque une surcharge
calcique intracellulaire (Hopf et al., 1996; Houang et al., 2018). Cette surcharge calcique induit

une cascade de mécanismes moléculaires. Il survient notamment une suractivation de
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protéases calcium-dépendante comme les calpaines, ainsi que des phospholipases avec la
phospholipase A, (PLA2). Ces protéases entrainent ensuite, respectivement, une protéolyse et
une lipolyse de nombreux éléments du cytosquelette, des myofibrilles, de la membrane, ainsi
gu’une réponse nécrotique et inflammatoire (Alderton and Steinhardt, 2000; Mosqueira et al.,
2013). L'augmentation du calcium cytosolique induit la perturbation d’autres voies de
signalisation activées par le calcium comme la voie des calmodulines (Niebroj-Dobosz et al.,
1989), et celle de la calcineurine (Klee et al., 1979). Les mitochondries, qui sont capables de
stocker une grande quantité de calcium, sont aussi concernées par la surcharge calcique
(Houang et al., 2018; Kyrychenko et al., 2015). Dans ce contexte, le calcium provoque une
ouverture irréversible du pore de transition de perméabilité mitochondriale. Cela provoque
une dysfonction mitochondriale, avec une réduction de production d’ATP. Cette privation
d’énergie cellulaire conduirait a la mort cellulaire (Gissel, 2006). Il a été montré que la
dysfonction mitochondriale compromet aussi la capacité de réparation membranaire
endogéne des fibres musculaires déficientes en dystrophine (Vila et al., 2017). L'augmentation
de la SPCa influe également sur la Nitric-Oxyde (NO) synthase qui est située au sarcolemme
dans un contexte sain, et qui se retrouve délocalisée dans les fibres dystrophiques. Dérégulée,
elle provoque une augmentation du stress oxydatif. Il se traduit par la production accrue
d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS), toxiques pour le métabolisme cellulaire car ils sont
capables d’entrainer a leur tour une peroxydation des lipides membranaires (Péréon et al.,
2015; Shkryl et al., 2009; Whitehead et al., 2006b). L'une des enzymes responsables de la
production de ROS ans la cellule musculaire est NOX2 (NADPH Oxydase 2). NOX2 produit des
radicaux libres lorsqu’il est activé par la protéine Racl associée au microtubules lors de
I"étirement du sarcolemme (Li et al., 2011; Prosser et al., 2011). Dans la physiopathologie de la
DMD, la production de ROS par NOX2 est augmentée, et est liée a la désorganisation du réseau
de microtubules en raison de la perte des interactions dystrophine-microtubules.
L’augmentation collective de la production de ROS dans les cellules dystrophiques conduit a
une augmentation des marqueurs d’oxydation des protéines, des lipides et de I’ADN (Grounds
et al., 2020; Kim et al., 2013). Le muscle dystrophique est également plus sensible au stress
oxydatif que le tissu sain (Rando, 2001). En effet, le glutathion sous sa forme réduite qui est
I"'un des antioxydants les plus abondants de la fibre musculaire, est significativement moins

présente dans le muscle dystrophique que dans le muscle sain (Dudley et al., 2006; Petrillo et
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al., 2017). Le stress oxydatif, par la production de ROS qui induit notamment une lipolyse et
une protéolyse, participe aux dégradations membranaires. La dégradation des différents
éléments du sarcolemme entretenue dans la boucle du stress oxydatif participe ensuite aux
surcharges calciques et a I'augmentation de la SPCa des fibres dystrophiques (Gissel, 2006).
C’est ainsi qu’est bouclé le cercle vicieux de I'augmentation de I'influx calcique d a I'absence

de la dystrophine.

A l'augmentation de la SPCa s’ajoute une augmentation de l'influx calcique des
compartiments intracellulaires vers le cytosol. En effet, dans les fibres dystrophiques, les
canaux RyR1 situés a la membrane du réticulum sarcoplasmique et impliqués dans le relargage
du calcium pendant le couplage excitation-contraction, fuient (Bellinger et al., 2009). De plus,
chez les patients DMD, la re-captation du calcium est ralentie et diminuée du fait d’une activité
réduite de la pompe calcium ATPase du RS (SERCA) (Vandebrouck et al., 2006) (Figure 19).
’accumulation de calcium dans les muscles dystrophiques et les difficultés de recyclage de
celui-ci rendent le processus de relaxation musculaire difficile avec une endurance diminuée et

une fatigabilité musculaire accrue (Hara et al., 2002).
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Figure 19 : Schéma de la cascade de mécanismes induite par les dérégulations calciques dans une fibre musculaire dystrophique
SPCa : perméabilité du sarcolemme au calcium, PLA;: Phospholipase A2, RyR : récepteur a la ryanodine, SERCA : pompe calcium

ATPase sarcoplasmique, ADP : adénosine di phosphate, ROS : especes réactives de 'oxygéene
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lll.  Les pistes thérapeutiques ciblant les anomalies calciques

En plus des stratégies thérapeutiques déja citées précédemment, des projets étudient
la possibilité de contrer la toxicité calcique dans des contextes dystrophiques en testant de
nouvelles approches thérapeutiques. Une stratégie visant a corriger la perméabilité
membranaire a été testée sur des souris mdx et des chiens GRMD avec pour but d’inhiber
I'influx calcique intracellulaire grace a un polymeére non ionique : le poloxamer 188. Cette
molécule, connue pour s’insérer comme lipide artificiel pour réparer et stabiliser les dommages
membranaires, a permis la diminution de I'influx calcique dans les cardiomyocytes des animaux
traités. Cela a induit une diminution de la fibrose, de I'ischémie et une diminution du
remodelage du ventricule gauche chez ces animaux (Martindale and Metzger, 2014; Spurney
et al.,, 2011; Townsend et al., 2010; Yasuda et al., 2005). Un essai clinique de phase Il incluant
dix patients a été initié en 2018 puis suspendu en 2022 pour raison de fabrication du produit

thérapeutique, les résultats sont en attente de publication (NCT03558958).

Des molécules inhibitrices de I'échangeur sodium/proton de type 1 (NHE-1), comme le
riméporide, sont aussi a I'étude pour I'inhibition des anomalies calciques. Cette isoforme NHE-
1 est omniprésente dans les membranes cellulaires des mammiferes mais est prédominante
dans le coeur et les muscles squelettiques. Dans des conditions physiologiques, cette protéine
a un réle de maintien du pH intracellulaire et du volume cytoplasmique grace a I’échange de
protons intracellulaires contre les ions sodium extracellulaires (Fliegel, 2005). Dans certaines
conditions pathologiques comme la DMD, la surcharge sodique cytoplasmigue entraine une
augmentation du calcium via l'interaction et réversion directe de I’échangeur sodium calcium
(NCX) (loannou et al., 2015; Previtali et al., 2020). Des travaux ont ainsi montré que NHE-1
contribue a I’hypertrophie cardiaque (Odunewu-Aderibigbe and Fliegel, 2014). Son inhibition
permet une atténuation du remodelage du myocarde et de I'insuffisance cardiaque (Evans et
al., 2009). Plusieurs études ont été menées sur l'inhibition de NHE-1 dans le cceur par le
riméporide, notamment sur le modeéle du chien GRMD. Ces travaux ont permis de confirmer
I'effet cardioprotecteur du riméporide dans le cadre d’un traitement préventif de la
cardiomyopathie dilatée (Ghaleh et al., 2020). Les résultats ont montré un effet anti-
inflammatoire et anti-fibrotique du riméporide avec une amélioration de la fonction cardiaque

des animaux dystrophiques. Le riméporide a donc été I'objet d’un essai clinique de phase Ib,
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RIM4DMD, pour la DMD (NCT02710591). Les résultats indiquent une bonne tolérance de la
molécule justifiant d’'une poursuite de I'essai clinique pour évaluer I'effet du riméporide sur la

pathologie cardiaque, principalement (Previtali et al., 2020).

Les dérégulations calciques étant également induites par les fuites du calcium du
réticulum sarcoplasmique via le canal RyR, des études se sont intéressées a I'inhibition de ces
flux calciques par la stabilisation du complexe RyR-calstabine grace a la molécule Rycal®
(Andersson and Marks, 2010; Law et al., 2020). Dans le modele de la souris mdx, le Rycal® a
permis de diminuer la concentration calcique au repos dans les cardiomyocytes, de réduire
I'influx calcique du RyR et de diminuer les arythmies cardiaques provoquées par un challenge
allisoproterenol (Fauconnier et al., 2010). Un essai clinique de phase | initié en 2020 par Servier
en collaboration avec ARMGO est en cours pour tester une molécule Rycal® (S48168) sur des
patients atteints de myopathies en lien avec le RyR1 (NCT04141670), mais aucun essai n’a

encore démarré pour les patients DMD.

Une autre molécule déja commercialisée, le Tranilast, a été testé chez les patients DMD.
Cette molécule connue comme antiasthmatique s’est également révélée étre inhibitrice du
canal ionique perméable au calcium TRPV2 et son administration a des souris mdx a montré
une réduction de la fibrose et une amélioration de la fonction musculaire (Darakhshan and
Pour, 2015; Swiderski et al., 2014). Une étude pilote a été menée sur deux patients DMD afin
d’étudier la bonne tolérance et I'efficacité du Tranilast sur la cardiomyopathie dilatée.
Cependant, les patients ont montré plusieurs effets secondaires, comme une atteinte rénale et
des interactions médicamenteuses avec les anticoagulants. Une étude de phase /Il
multicentrique a été approuvée au lJapon, elle doit inclure vingt patients qui recevront
quotidiennement du Tranilast pendant 28 a 116 semaines (Matsumura et al., 2018, 2019). Les
résultats attendus 2 ans apreés la fin de I’étude renseigneront principalement sur le taux de BNP
(peptide natiuretic de type B, biomarqueur de I'insuffisance cardiague) mesuré dans le sang

des patients.

Chez la souris mdx, des molécules aminoglycosides comme la streptomycine, connue
pour inhiber les canaux ioniques mécanosensibles et les canaux activés par I'étirement (Belus
and White, 2003) ont été testées en vue d’inhiber les anomalies calciques via le blocage des

canaux calciques (Jgrgensen et al., 2011; Ward et al., 2008). Une administration foetale de la
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molécule lors de la gestation des femelles a permis d’étudier un effet au long terme sur le
développement pathologique des souris mdx. Il a été montré que la streptomycine permettait
I'inhibition des influx calciques dans les fibres musculaires des souris mdx, et induisait une
diminution de I'atteinte des muscles dystrophiques, avec une stabilisation du complexe B-
dystroglycane et par extension, du sarcolemme (Jgrgensen et al., 2011). Cette stratégie
comporte cependant des limites car la streptomycine a un effet nocif direct sur les ribosomes
mitochondriaux. Elle peut induire a long terme une accélération de la dégénérescence
musculaire se traduisant par I'observation d’'un grand nombre de noyaux centraux dans les

fibres musculaires mdx (Holliday, 2005; Jgrgensen et al., 2011).

Cibler les anomalies calciques qui surviennent dans les muscles des patients DMD est
difficile a mettre en ceuvre a I’heure actuelle. Un stratégie thérapeutique idéale permettrait de
cibler directement le canal responsable de 'augmentation de la SPCa, et cela uniguement dans
les muscles, de maniere a ne pas induire d’effets indésirables dans les autres organes du
patient. Le principal frein a la mise en place de ces stratégies thérapeutiques aujourd’hui est
I'identité moléculaire inconnue des canaux impliqués dans I'augmentation de la SPCa. Les
stratégies proposées en essais cliniques ciblent donc indirectement les anomalies calciques
chez les patients DMD. Dans |'attente des résultats de ces essais, des inconvénients et limites
sont déja perceptibles quant a l'utilisation de ces stratégies thérapeutiques. Le principal
inconvénient est la nature des produits proposés, il s’agit uniqguement de molécules
pharmacologiques. Cela implique une administration systémique des principes actifs, et donc
un ciblage non spécifique des différents organes et tissus du patient. Cette inhibition du calcium
de maniere non spécifique pourrait probablement induire de nombreux effets indésirables
dans certains organes. C'est dans ce contexte que s’inscrit notre étude, qui a consisté a
I'identification de canaux calciques candidats a I'augmentation de la SPCa, et a la conception

de stratégie thérapeutique par thérapie génique pour les cibler dans un contexte dystrophique.

L'identité moléculaire des canaux impliqués dans I'augmentation de la SPCa demeure
incertaine encore aujourd’hui. Cependant, plusieurs hypothéses ont été émises quant a
I'identité de ces canaux ioniques (Allen and Whitehead, 2011). Elles ont été proposées a partir
des caractéristiques de flux calciques observés dans les fibres musculaires dystrophiques. Grace

a la description de ces courants, deux principales caractéristiques des canaux impliqués dans la
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SPCa se sont dégagées. Il s’agit (i) des canaux pouvant étre activés par I'étirement, appelés
canaux SAC (Stretch-Activated-Calcium), (ii) ou/et de canaux pouvant étre activés par la
déplétion des stocks intracellulaires en calcium, appelés canaux SOC (Store-Operated Calcium).
Parmi les canaux identifiés a ce jour, certains appartenant a la famille des canaux TRP (Transient
Receptor Potential) possedent ces propriétés. lls sont effectivement capables d’étre activés a
des degrés diverses par I'étirement et/ou la déplétion en calcium des stocks intracellulaires
(Krlger et al., 2008; Sabourin et al., 2016; Lorin et al., 2015). C'est donc dans le cadre de la
recherche de candidats a 'augmentation de la SPCa dans un contexte DMD, que nous nous
sommes intéressés aux canaux TRP lors de ces travaux de these. Dans le but d’étudier leur
potentielle implication dans les dérégulations calciques des muscles dystrophiques, il est

important de présenter les différentes protéines appartenant a la famille des canaux TRP.

IV.  La super famille des canaux Transient Receptor Potential

Avec |'évolution, les organismes se sont adaptés pour percevoir rapidement et
précisément I'environnement qui les entoure. Un groupe de molécules jouant un réle clé dans
I'interprétation de ces stimuli environnementaux est une classe de protéines membranaires
appelées canaux TRP (Samanta et al., 2018). Les canaux TRP forment une famille de canaux
cationiques agissant comme transducteur de signal en modifiant le potentiel membranaire ou
la concentration calcique intracellulaire. La découverte de ces canaux a débuté en 1969 avec
les recherches des professeurs Cosens et Manning. Ces derniers ont généré des lignées de
drosophiles mutantes dans le but d’étudier les fonctions du systéme nerveux. L'une de ces
lignées présentait un comportement anormal a I’exposition d’une forte lumiére, évoquant une
cécité (Cosens and Manning, 1969). Les électrorétinogrammes enregistrés étaient anormaux,
ce quiindiquait un dysfonctionnement de la rétine. Cette lignée fut nommeée trp pour transient
receptor potential et le clonage du géene trp muté a permis d’identifier le premier membre de

la superfamille des TRP, le canal TRPC1 (Samanta et al., 2018).

La superfamille des canaux TRP regroupe une grande diversité de canaux ioniques assez
conservés entre les espéces, des nématodes aux humains (Figure 20.A) (Palmer et al., 2001;
Walker et al., 2000). D’apres les homologies de séquences, les canaux TRP ont été classés en

six sous-familles : les canaux TRPC (Transient Receptor Potential Canonical), les canaux TRPV

90



(Transient Receptor Potential Vanilloid), les canaux TRPM (Transient Receptor Potential
Melastatin), les canaux TRPA (Transient Receptor Potential Ankyrin), les canaux TRPML
(Transient Receptor Potential Mucolipin), et les canaux TRPP (Transient Receptor Potential
Polycystic). D’autres sous familles de canaux TRP ont été identifiées mais ne sont pas exprimées
chez les mammiferes, il s’agit des canaux TRPY (Yeast) présents chez les levures et
champignons, et les canaux TRPN (NOMP-C homologues), identifiés chez les invertébrés
comme les mouches et les vers. Tous les canaux TRP sont organisés en six segments
transmembranaires, avec une région hydrophobe appelée P-loop (pore loop) responsable de
la perméabilité ionique située entre les cinquieme et sixieme segments transmembranaires
(Wang et al., 2020). Les canaux TRPC, TRPV, et TRPA possédent des répétitions de motif
ankyrine dans le fragment intracellulaire N-terminal (sauf pour TRPM), qui facilitent I'ancrage
membranaire et 'interaction avec d’autres protéines. Dans le domaine C-terminal, les canaux
TRPM, TRPV et TRPC possédent un motif appelé motif TRP trés conservé. Il est impliqué dans
la multimérisation des canaux et la perméabilité du canal (Caterina, 2015; Moran, 2017). lls
forment un canal fonctionnel aprés homo ou hétérotétramérisation comme illustré sur la
Figure 20.B. La composition de ces tétraméres n’est pas connue de maniere exhaustive mais
permettrait de faire varier les modes de régulation des canaux. Cette composition des canaux
TRP semble également varier selon le type cellulaire ou le processus cellulaire dans lequel il est

impliqué.

Les canaux TRPV

Le membre fondateur de la famille des canaux TRPV a été TRPV1, qui a été identifié en
1997 dans les neurones en raison de sa sensibilité a la fois a la chaleur, mais également a la
capsaicine (composé chimique de la famille des alcaloides et composant actif du piment
responsable de la sensation de brdlure) (Caterina et al., 1997; Pumroy et al., 2020). Apres la
découverte des cing autres canaux TRPV, une classification en deux sous-groupes a été établie.
Ainsi, les canaux TRPV1, TRPV2 et TRPV4 ont été regroupés du fait de leurs caractéristiques
thermosensibles (Patapoutian et al., 2003). Par ailleurs, les canaux TRPV5 et TRPV6 formeraient
un second groupe en raison de leur homologie de séquence et de leur insensibilité a la

température (van Goor et al., 2017; Peng, 2011).
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Figure 20 : Les canaux Transient Receptor Potential
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A. Représentation phylogénétique de la superfamille des canaux TRP. Chaque branche représente une sous-famille de canaux

chez les mammiféres .Adapté de Samanta et al., 2018

B. Schéma illustrant les sous unités de canaux TRP formant un canal ionique perméable au calcium a la membrane plasmique.

Chaque couleur code pour une sous-unité différente. Les différents complexes formés par les TRP schématisent les différentes

possibilités de multimérisation : homotétrameres, ou hétérotétraméres a la composition variable.

Les travaux initiaux ont déterminé que les canaux TRPV thermosensibles seraient

activés par une chaleur allant de 37°C a plus de 50°C dans des systemes hétérologues (Caterina

et al., 1997, 1999; Liedtke et al., 2000; Smith et al., 2002; Xu et al., 2002). Au cours des vingt

derniéres années, il a été démontré que les canaux TRPV sont exprimés dans de nombreux

types tissulaires. lls joueraient un réle important dans le développement neuronal et la douleur
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neuropathique, I'inflammation, I'immunité, le diabéte, les maladies neuromusculaires et le

cancer (Montell, 2005; Samanta et al., 2018).

Les canaux TRPV5 et TRPV6 sont exprimés sur la surface apicale des cellules épithéliales
et sont trés sélectifs du calcium (van Goor et al., 2017; Peng, 2011). TRPV5 joue un réle clé dans
I"homéostasie calcique du rein et du c6lon, tandis que TRPV6 assure ce réle dans la prostate, le
pancréas et d’autres tissus épithéliaux. Leur dysfonctionnement est d’ailleurs associé a un
développement d’ostéoporose et la formation de calculs rénaux (Dang et al., 2019; Peng,

2011).

Les canaux TRPM

La famille des canaux TRPM est la plus vaste et la plus diversifiée des sous-familles de
canaux TRP (Fleig and Penner, 2004). En 1998 le canal TRPM1 a été identifié et cloné, ouvrant
le groupe des canaux TRPM (Duncan et al., 1998). Par la suite, sept autres canaux TRPM ont été
identifiés (Huang et al., 2020). Malgré des caractéristiques structurelles communes, les
membres des canaux TRPM présentent une conservation de séquence moindre que celle des
autres sous-familles de canaux TRP, et sont divisés en quatre sous-groupes en fonction
d’homologie de séquences. Ainsi on distingue les canaux TRPM1 et TRPM3, puis les canaux
TRPM?2 et TRPMS, les canaux TRPM4 et TRPM5 et enfin les canaux TRPM6 et TRPM7 (Huang et
al., 2020).

Les canaux TRPM sont largement exprimés dans différents types cellulaires. lls
fonctionnent de maniere polymodale, sont non sélectifs et sont perméables au calcium,
exceptés les canaux TRPM4 et TRPM5 (Hofmann et al., 2003; Launay et al., 2002). lls
contribuent a la signalisation calcique cellulaire en favorisant 'entrée du calcium dans le cytosol
en réponse a des stimuli comme des variations de tension ou des variations de température
(Huang et al.,, 2020). Des travaux ont montré que TRPMS8 pouvait étre activé par des
températures froides et réagissait a I'agent réfrigérant menthol (McKemy et al., 2002; Peier et
al., 2002). Par la suite, des études ont montré que les canaux TRPM couvraient une large
gamme de températures, allant des températures froides pour TRPM8 (McKemy et al., 2002;
Peier et al., 2002), aux tempérées pour TRPM2, TRPM4 et TRPMS5 (Talavera et al., 2005; Togashi

et al., 2006), puis chaudes pour TRPM3 (Vriens et al., 2011). Ces canaux ioniques peuvent
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induire directement ou indirectement des courants calciques. Pour les canaux TRPM1, TRPM?2,
TRPM3, TRPM6, TRPM7 et TRPMS, les courants calciques résultent directement de |'activation
de ces canaux, qui présentent une perméabilité calcique. Les canaux TRPM4 et TRPM5 n’étant
perméables qu’aux ions monovalents, ils assureraient un rdéle de dépolarisation membranaire,
et ainsi activeraient indirectement des canaux ioniques dépendant du voltage VGCC (Voltage-
Gated Calcium Channel) (Fleig and Penner, 2004). Les modifications du potentiel membranaire
ou de l'activité électrique cellulaire induite via les canaux TRPM peuvent affecter différents
processus biologiques comme la détection du stress oxydatif, la mort cellulaire, ou la réponse
myogénique (Earley et al., 2004; McNulty and Fonfria, 2005; Simon et al., 2013). Au vue de ces
observations, les canaux TRPM ont attiré une attention croissante au cours de la derniére
décennie en tant que cibles thérapeutiques pour le traitement de troubles neurodégénératifs
(Sun et al., 2015b), de maladies cardiovasculaires (Abriel et al., 2012), du diabéte de type |l

(Vennekens et al., 2018), de I'inflammation et des douleurs inflammatoires (Zierler et al., 2017).

Les canaux TRPA

La découverte des canaux TRPA a débuté lors de I'identification du canal ANKTM1. Son
nom initial était lié¢ au fait qu’il présente de nombreuses répétitions ankyrines (Li, 2017).
Renommeé TRPA1, c’est le seul canal de la famille TRPA présent chez I'"homme, tandis que deux
et quatre canaux TRPA sont respectivement exprimés chez C.elegans et la drosophile

(Venkatachalam and Montell, 2007).

Il existe une controverse a savoir si TRPA1 est un canal régulé de maniere mécanique
ou par la température (Venkatachalam and Montell, 2007). Dans un systéeme hétérologue, il a
été montre que le canal TRPA1 est activé par le froid douloureux avec une température
inférieure a 17°C (Bandell et al., 2004; Story et al., 2003). Il a par ailleurs été suggéré qu’il puisse
aussi étre régulé mécaniquement, grace aux nombreuses répétitions ankyrines qui lui
procurent une forme de ressort a I'extrémité N-terminale du canal, capable de transduire une
force mécanique (Venkatachalam and Montell, 2007). Chez la drosophile, les 3 canaux TRPA
peuvent étre régulés par le froid, mais également par des températures modérées et chaudes
(Lee et al., 2005; Rosenzweig et al., 2005; Viswanath et al., 2003). TRPA1 peut également étre

activé par des molécules comme le composant psychoactif du cannabis (tetrahydrocannabinol)
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(Jordt et al., 2004), et la voie de la PLC (voir paragraphe « La voie de la phospholipase C », page
99) (Bandell et al., 2004).

TRPA1 est localisé a la membrane plasmique des nerfs sensoriels détectant la douleur.
Il joue un réle dans le déclenchement des comportements d’évitement, et intervient dans des
voies favorisant les réponses durables comme l'inflammation (Bautista et al., 2006; Talavera et

al., 2005).

Les canaux TRPML

La sous-famille des canaux TRP est constituée de trois membres, TRPML1, TRPML2 et
TRPML3 (Venkatachalam and Montell, 2007). Contrairement aux autres canaux TRP qui sont
principalement exprimés a la membrane plasmique ou du réticulum, les canaux TRPML sont
exprimés dans le systéme endolysosomal, c’est-a-dire dans les endosomes précoces et tardifs
(Spix et al., 2020). Les trois canaux peuvent étre activés par le PIP,, ainsi que par le pH luminal
(Chen et al., 2014, 2017; Dong et al., 2008; Plesch et al., 2018). TRPML1 est plus sensible aux
pH tres acides comme dans les lysosomes puis devient moins actif lorsque le pH est neutre,
tandis que TRPML2 et TRPML3 sont activés par les pH plus basiques comme dans les

endosomes précoces et de recyclage (Chen et al., 2014).

Plusieurs implications fonctionnelles sont proposées pour TRPML1. Il serait notamment
impliqué dans les mécanismes de sécrétions d’acides gastriques par les cellules pariétales
(Chandra et al., 2011; Sahoo et al., 2017). Il agirait aussi comme senseur de ROS dans les
lysosomes pour la régulation de I'autophagie (Coblentz et al., 2013; Zhang et al., 2016), ainsi
que dans les processus de réparation membranaire(Cheng et al., 2014). Le dysfonctionnement
de TRPML1 induit une maladie rare et létale appelée mucolipidose de type IV. Les principales
caractéristiques de cette pathologie sont une sévere dégénérescence neurologique et
rétinienne, un retard mental et psychomoteur, et une hypotonie (Spix et al., 2020). Le canal
TRPML1 a été d’avantage étudié que les canaux TRPML2 et TRPML3, en raison de son
association avec la mucolipidose. Chez la souris, la mutation gain de fonction du canal TRPML3
induit une surdité et une dilution de la couleur du pelage en raison de la perte des cellules
ciliées et des mélanocytes de l'oreille interne suite a une surcharge en calcium intracellulaire

(Di Palma et al., 2002; Grimm et al., 2007; Kim et al., 2007; Nagata et al., 2008; Xu et al., 2007).
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Les souris TRPML27" et TRPML3” sont viables, et d’aprés les données génomiques, les
mutations déléteres pour les génes codants TRPML2 et TRPML3 chez I'lhomme existent
également, sans que des problémes de santé puissent y étre associés (Spix et al., 2020).
Contrairement a TRPML1, exprimé de maniere ubiquitaire, les canaux TRPML2 et TRPML3 sont
plus particulierement exprimés dans certains types cellulaires, comme les cellules
immunitaires. Les canaux TRPML auraient des rdles dans plusieurs processus physiologiques
(Spix et al., 2020). TRPML1 serait impliqué dans la phagocytose de grosses particules (Samie et
al., 2013), la migration des cellules dendritiques (Bretou et al., 2017) ou encore le potentiel
fonctionnel des cellules NK (Natural Killer) (Goodridge et al., 2019). TRPML2, quant a lui,
jouerait un role dans la sécrétion de chimiokines et cytokines par les macrophages (Plesch et

al., 2018; Sun et al., 2015a).
Les canaux TRPP

Le premier canal TRPP identifié fut TRPP2, alors appelé PKD2 car impliqué dans I’ADPDK
(polykystose rénale autosomique dominante) (Mochizuki et al.,, 1996). lls présentent peu
d’homologie de séquences avec les autres canaux TRP (Venkatachalam and Montell, 2007). Ils
partagent cependant une caractéristique commune aux canaux TRPML par leur grande boucle
entre le segment transmembranaire S1 et S2. Les TRPP pourraient étre la sous-famille la plus
primitive des canaux TRP car des homologues microbiens de TRPP2 ont été retrouvés chez la
levure (Palmer et al., 2005). Les 3 TRPP exprimés chez ’lhomme sont TRPP2, TRPP3 et TRPPS5,
et fonctionnent comme des canaux ioniques non sélectifs perméables au calcium (Li, 2017). lls
sont régulés par la polycystine-1, avec lequel ils s’assemblent pour former des complexes
canaux-récepteurs. lls forment ainsi une entité de signalisation calcique ou I'ion calcium joue
le r6le de second messager (Hofherr and Kottgen, 2011). TRPP2 peut également étre activé de
maniere mécanique par la voie des PIP, lors de son activation par 'EGF (Ma et al., 2005;

Venkatachalam and Montell, 2007).

En plus de servir de canal pour I'entrée du calcium extracellulaire a la membrane
plasmique, TRPP2 est également localisé a la membrane du RE, ou il est suggéré gqu’il servirait
de canal de libération du calcium (Koulen et al., 2002). Chez C.elegans, le canal homologue de
TRPP2 assure une fonction de libération du calcium des stocks intracellulaires, médiée par I'IP3

(voir paragraphe « La voie du récepteur a I'lP3 », page 100) et la ryanodine (Koulen et al., 2002).
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Chez les mammiferes, la localisation de TRPP2 est liée a l'interaction de son I'extrémité C-
terminale avec PACS-2 (Phosphofurin acidic cluster sorting protein-2) (Kottgen et al., 2005).
TRPP3, quant a lui, est un canal cationique non sélectif, perméable au calcium et activé de

maniére voltage dépendant (Liu et al., 2002).

Les premiers membres de la superfamille de canaux TRP étudiés ont été les canaux
TRPC. Le gene du canal TRPC1 a été cloné, il y a 25 ans sur la base de son homologie de
séqguence avec le gene trp identifié chez la drosophile (Wes et al.,, 1995). Par la suite, sept
membres ont été identifiés, regroupés en quatre groupes suivant leurs similitudes structurelles.
Les canaux TRPC3, TRPC6 et TRPC7 constituent un premier groupe, tandis que les canaux TRPC4
et TRPC5 en constituent un deuxieme. Les canaux TRPC1 et TRPC2 (ce dernier n’étant pas
exprimé chez I'homme) sont isolés dans les deux derniers groupes (Chen et al., 2020; Wang et
al., 2020). lls sont exprimés dans de nombreux types cellulaires et tissus comme le cerveau, le

placenta, les glandes surrénales, la rétine ou les muscles (Li et al., 2019).

1. La sélectivité des canaux TRPC

Tous les canaux TRPC ne présentent pas la méme perméabilité ionique en fonction des
ions considérés. La perméabilité ionique est calculée grace a I'équation de Goldman-Hodgkin-
Katz (Goldman, 1943). Cette équation est une généralisation de I'équation de Nernst,
permettant de calculer le potentiel d’'une membrane renfermant plusieurs types de
conductances. TRPC1 est un canal non sélectif, perméable aux ions calcium, césium et sodium
(Zitt et al., 1996). Le canal TRPC2 montre une sélectivité croissante pour les ions calcium,
césium puis sodium avec respectivement un ratio de perméabilité de 2,7 pour Pca/Pna, €t 1,5
pour Pcs/Pna (Lucas et al., 2003). Le canal TRPC3 est plus sélectif aux ions calcium, puis aux ions
sodium, et pour finir aux ions césium de maniere équivalente avec les ions potassium (Pca/Pna
=1,6) (Kamouchi et al., 1999). TRPC4 est plus sélectif au calcium, puis au sodium a égalité avec
le césium (Pca/Pna = 7) (Feng, 2017). Le canal TRPCS est plus sélectif au calcium, puis au sodium
et au césium (Pca/Pna = 9,5) (Okada et al., 1998). TRPC6 est plus sélectif aux ions calcium, puis

aux ions césium et enfin aux ions sodium (Pca/Pna = 5) (Hofmann et al., 1999). Pour finir, le canal
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TRPC7 est plus perméable au calcium, puis au sodium et au césium de maniere équivalente

(Pca/Pna = 1,9) (Okada et al., 1999).

2. La structure des canaux TRPC

En 2018, il a été possible d’étudier la structure des TRPC en haute résolution grace a
I’'avenement de la microscopie électronique cryogénique a particule unique (cryo-EM) (Duan et
al., 2018,2019; Fanetal.; Tangetal., 2018; Vinayagam et al., 2018). Les canaux TRPC possedent
en région N-terminale trois a quatre répétitions ankyrine et un domaine superhélice. Les quatre
premiers segments transmembranaires contiennent plusieurs résidus chargés positivement et
forment un domaine de type sensible au voltage similaire aux domaines des canaux
potassiques, sodiques et calciques dépendants du voltage. Les deux derniers segments
transmembranaires forment la P-loop commune a tous les canaux TRP, canaux voltage-
dépendants et canaux potassiques et sodiques bactériens (Wang et al., 2020). Lorsque les
canaux TRPC se tétramérisent, les domaines ressemblants au capteur de voltage permutent
pour interagir avec les domaines des protomeres voisins. Ainsi, les quatre P-loop se rejoignent
au centre du complexe tétramérique pour former le pore ionique. Cette disposition est trés
conservée au sein de la superfamille des canaux TRP, ainsi que pour les canaux voltage-
dépendants plus généralement. Tous les canaux TRPC partagent un motif conservé constitué
des acides aminés LFW (leucine, phénylalanine, tryptophane), situé dans la pore loop qui
interagit avec les segments transmembranaires S5 et S6 (Chen et al., 2020). L'extrémité C-
terminale des canaux TRPC est riche en prolines et présente le motif TRP tres conservé,
composé de vingt-cing acides aminés dont la « TRP box » : EWKFAR (acide glutamique,
tryptophane, lysine, phénylalanine, Alanine et Arginine). Il y existe également un domaine de
liaison a la calmoduline et au récepteur a I'lP3, nommé domaine CIRB (CaM/IP3 Receptor
Binding). Enfin, comme pour I'extrémité N-terminale, le segment C-terminal et constitué d’un

domaine superhélice (Figure 21) (Fan et al.; Li et al., 2019).
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Figure 21: Représentation schématique des principaux domaines structurels des canaux TRPC

Les canaux TRPC4 et TRPC5 possedent une structure trés similaire. Les canaux TRPC3 et TRPC6 sont également tres similaires et sont
schématisés avec la méme structure. En région N-terminale, 'ensemble des canaux TRPC possédent des répétitions ankyrines et des
hélices linker. Avant le premier segment transmembranaire S1 des canaux, se trouvent le coude pré-S1, et I’hélice pré-S1. Entre les
segments transmembranaires S2 et S3 se situe une hélice linker S2-S3. La région essentielle a la perméabilité ionique des canaux se
situe dans la région de la Pore hélice, entre les segments transmembranaires S5 et S6. Dans cette région nommé pore-loop, les
canaux TRPC4 et TRPC5 ont un pont disulfure. Le domaine C-terminal des canaux possede le domaine TRP tres conservé ainsi qu’une
hélice de connexion et le domaine super hélice

Adapté de Li et al, 2019

3. Les mécanismes d’activation des canaux TRPC
La voie de la phospholipase C

La PLC (phospholipase C), est un récepteur couplé a la protéine G. Dans des conditions
physiologiques, la voie des PLC peut étre déclenchée par I'activation de la protéine G. La voie
de signalisation de la PLC conduit a I'hydrolyse de la molécule PIP, (phosphatidylinositol
biphosphate) a la membrane plasmique. Ceci libere de I'IP3 (inositol 1, 4, 5, triphosphate) et du
DAG (diacylglycérol). LIP3 libéré va ensuite pouvoir servir d’activateur aux récepteurs IPs du

réticulum endoplasmique et déclencher une sortie du calcium du réticulum, et une
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augmentation du [Ca®*]c (concentration calcique cytoplasmique) (Deist and Capiod, 2011). Au
début des années 2000, des recherches ont montré que les canaux TRPC sont directement
activés par le DAG et son analogue synthétique I'OAG (Hofmann et al., 1999; Lucas et al., 2003;
Okada et al., 1999; Storch et al., 2017).

La voie du récepteur a I'lP3

Plusieurs études ont montré que le récepteur a I'IP3 pouvait également activer
directement les canaux TRPC par liaison physique via le domaine CIRB (domaine de liaison a
I'IP3 et a la calmoduline) situé a leur extrémité C-terminale (Boulay et al., 1999; Kanki et al.,
2001; Kiselyov et al., 1998, 1999; Tang et al., 2001; Zhang et al., 2001). Il a également été
montré sur les canaux TRPC1, TRPC3 et TRPC4 que I'IP3 était en compétition avec la calmoduline
pour le domaine CIRB (Kiselyov et al., 1998; Tang et al., 2001; Vaca and Sampieri, 2002; Zhang
et al., 2001). La calmoduline est une protéine senseur du calcium. Elle présente des motifs de
« main EF » ayant une affinité pour cet ion. Elle inhibe le canal TRPC lorsqu’il se lie a son

domaine CIRB (Wang et al., 2020).

Par ailleurs, il a été montré que les canaux TRPC2, TRPC3 et TRPCS interagissaient avec
la protéine junctate, une protéine transmembranaire du réticulum endoplasmique capable de
se lier également avec les récepteurs a I'lP3 (Stamboulian et al., 2005; Treves et al., 2004, 2010).
Junctate fait partie du complexe STIM1-Orail a la jonction du réticulum endoplasmique et de
la membrane plasmique. Il joue un role majeur dans les courants SOCE en agissant comme un
senseur des stocks intracellulaires en calcium dans la lumiére du RE (Srikanth et al., 2012;

Treves et al., 2004, 2010).

La voie des protons

L'hydrolyse de PIP, par la PLC, produit également des protons (H*), conduisant a
I"acidification locale dans la région cytoplasmique sous membranaire (Wang et al., 2020).
L'effet de cette acidification intracellulaire a été étudiée chez la drosophile pour les canaux TRP
endogenes. L'effet de cette acidification faciliterait I'activation des canaux (Huang et al., 2010).
Plus récemment, I'acidification du milieu a confirmé la facilitation d’activation du canal TRPC4

(Thakur et al., 2020). Il est donc possible que les protons, en tant que produits de |’hydrolyse
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du PIP; et seconds messagers de la signalisation PLC, contribuent également a I'activation de la

plupart des canaux TRPC (Wang et al., 2020).
La voie calcique

L’augmentation du [Ca®*]. affecte différemment 'ensemble des canaux TRPC (Wang et
al., 2020). Dans la voie de signalisation de la PLC, le signal calcique provient initialement de la
vidange des stocks intracellulaires en calcium du RE, induite par I'lIP3 (Chen et al., 2020). Puis,
I'influx calcique provenant des canaux TRP et Orai, activés par I'épuisement des réserves du RE,
pourrait encore induire une activation supplémentaire des canaux TRPC (Cheng et al., 2008;
Feske et al., 2006; Vig et al, 2006). La liaison a la calmoduline (CaM) participerait a
I"accélération de I'activation du canal TRPC5 (Ordaz et al., 2005). Par ailleurs, il a été montré
que la potentialisation de I'activité TRPC6 par le calcium cytosolique dépendait de sa

phosphorylation par la kinase || CaM-dépendante (CaMKIl) (Shi et al., 2004, 2013).

Le calcium peut aussi induire I'inhibition des canaux TRP (Wang et al., 2020). Dans des
conditions expérimentales similaires, TRPC7 serait inhibé par le calcium, tandis que TRPC6
serait a la fois inhibé et potentialisé par cet ion divalent (Shi et al., 2004). Ces mécanismes
d’inhibition dépendants du calcium peuvent impliquer a la fois des processus dépendants et
indépendants de la CaM (Polat et al., 2019; Shi et al., 2004). Pour le canal TRPC1, I'activation
est facilitée par l'influx calcique médié par les canaux associés a Orail (Cheng et al., 2008).
Cependant, le calcium inhibe également le canal TRPC1 par la liaison de la CaM au CIRB C-
terminal de la protéine (Singh et al., 2002). Ainsi, pour plusieurs groupes de canaux TRPC, le
calcium exerce a la fois des réles d’activation et d’inhibition via divers mécanismes, comme

notamment la liaison directe du calcium, la CaM ou la CaMKIl (Wang et al., 2020).

Tres récemment, une étude réalisée par cryo-EM a identifié trois sites de liaison directe
des canaux TRPC3 et TRPC6, nommeé CBS1, CBS2 et CBS3 (Guo et al., 2022). Ces domaines sont
formés par la multimérisation des isoformes hTRPC3 et hTRPC6 dans des régions chargées
négativement. Ainsi, un homotétramere de hTRPC3 par exemple, possede 4 copies identiques
des domaines CBS1 a CBS3. Dans cette étude, ils ont montré que la liaison au calcium du
domaine CBS1 inhiberait le canal TRPC3. La liaison du calcium au domaine CIRB3, quant a lui,

jouerait un role d’activation du canal (Guo et al., 2022).
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Chaque canal TRPC possede sa propre sensibilité au calcium en fonction de ses
multimérisations mais aussi des systéemes expérimentaux dans lesquels ils sont observés. Cela

rend tres délicates les études pour affiner les descriptions du fonctionnement de ces canaux.

L’activation dépendante des stocks intracellulaire en Ca®*

Un grand nombre d’études ont été consacrées a I'établissement du lien entre
I’épuisement des stocks intracellulaires en calcium du RE, et I’activation des canaux TRPC (Wang
et al., 2020). Dans un premier temps, ils ont été considérés comme les meilleurs candidats
moléculaires impliqués dans les courants SOCE. Il s’agit du processus de remplissage des stocks
intracellulaires en calcium a partir du compartiment extracellulaire de maniere consécutive a
la vidange du RE. Ce processus permet de réguler les niveaux de réserve de calcium
intracellulaire (Wang et al., 2020). Ce concept a été initialement proposé par Putney il y a plus
de 30 ans (Putney, 1986, 2005; Vazquez et al., 2004). Ce mécanisme nécessite la présence d’un
canal a la membrane plasmique, perméable au calcium, qui s’active en réponse a I'épuisement

du réticulum endoplasmique en calcium (Wang et al., 2020).

Avec l'identification des canaux TRPC chez les mammiféeres, les premiéeres
caractérisations ont été réalisées par des protocoles de mesure calcique avec la sonde
fluorescente Fura-2 (Zhu et al., 1996, 1998). Des cellules en culture surexprimant les canaux
TRPC ont été stimulées pour induire une déplétion en calcium du RE, dépendamment ou
indépendamment de I'activation de récepteurs. Cette déplétion du RE en calcium a été médiée
soit par activation de la voie des PLC ou via I'ajout de thapsigargine. La thapsigargine est une
molécule qui inhibe la pompe Ca?*-ATPase du réticulum sarco/endoplasmique SERCA, ce qui a
pour effet de bloquer le remplissage en calcium du RE. Dans ces travaux, la voie des PLC a induit
une augmentation de I'entrée calcique dépendante du [Ca’*].. L'activation de courants SOC
consécutifs a I'ajout de thapsigargine a été observée pour TRPC1, TRPC3, TRPC4 et TRPCS5, (Liu
et al., 2000; Philipp et al., 1996, 1998; Thyagarajan et al., 2001; Zhu et al., 1996, 1998) mais
pas pour TRPC6 et TRPC7 (Boulay et al., 1997; Okada et al., 1999). D’autres études employant
de la thapsigargine, ont montré a contrario que les canaux TRPC3 et TRPC5 ne seraient pas
impligués dans les courants SOC (Okada et al., 1998; Zhu et al., 1998). Malgré de nombreuses
études, les propriétés SOC des canaux TRPC est controversée (Hurst et al., 1998; Liu et al., 2000;

Okada et al., 1998; Yuan et al., 2009; Zitt et al., 1996). En effet, les propriétés SOC des canaux
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TRPC seraient dépendantes de la composition du tétramére de canal TRP, ainsi que de ses
associations avec des protéines auxiliaires (Vazquez et al., 2001; Wang et al., 2020; Zhu et al.,

1998).

La découverte dans les années 2005 et 2006 des protéines STIM1 et Orail a changé la
donne en démontrant I'induction d’un courant de type SOC lors de I'expression dans un
systéme hétérologue de Orail et STIM1 (Feske et al., 2006; Liou et al., 2005; Roos et al., 2005;
Vig et al., 2006). Depuis, de plus en plus de preuves s"accumulent quant a I'association de STIM1
avec Orail, mais également avec les TRPC, ainsi que de Orail avec les canaux TRPC eux-mémes
(Wang et al., 2020). Il a été observé que STIM1 pouvait s’associer a TRPC1, TRPC2, TRPC4,
TRPCS et TRPC6 en réponse a |I'épuisement des réserves calciques intracellulaires, mais pas a
TRPC3 ni TRPC7 (Albarran et al., 2014; El Boustany et al., 2008; Huang et al., 2010; Lépez et al.,
2006). STIM1 peut également médier I'"hétéromérisation entre TRPC1 et TRPC3 (Yuan et al.,
2007). Pour TRPC1, la liaison avec STIM1 pourrait impliquer une association des régions super
hélice des extrémités N- et C-terminales de TRPC1 avec le domaine SOAR (STIM-Orail activating
region) de STIM1 (Ong and Ambudkar, 2017). Ce domaine SOAR serait tout aussi important
pour I"activation de Orail que des canaux TRPC (Lee et al., 2014). La capacité du domaine SOAR
a activer les courants TRPC a été testée a I'aide de la technigue de patch-clamp en mode
«inside out». Le patch clamp est une technique d’isolement électrique de canaux
membranaire et de mesures électrophysiologiques. Dans le cas du patch-clamp « inside out »,
le fragment membranaire contenant le canal étudié dans la pipette est séparé du reste de la
cellule de maniere a ouvrir le milieu intracellulaire et a en maitriser la composition (Teulon,
2004). Ces expérimentations ont permis de montrer que lors de I'expression du fragment
recombinant SOAR seul, il y avait une activation directe des courants induits par TRPC1, TRPC4

et TRPC5, mais pas pour TRPC3, et TRPC6 (Asanov et al., 2015).

Plusieurs études soutiennent que l'interaction avec STIM confererait son aptitude aux
canaux TRPC a devenir sensibles a I'activation par la déplétion des stocks intracellulaires en
calcium (Asanov et al., 2015; Desai et al., 2015; Lee et al., 2014; Ong et al., 2007; Saul et al.,
2014; Sundivakkam et al., 2012; Zeng et al., 2008). Cela pourrait expliquer pourquoi dans des
systemes hétérologues, l'activation des canaux TRPC, généralement exprimés sans co-

expression de STIM1, est indépendante des stocks intracellulaire de calcium (Wang et al.,
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2020). Il est également plausible, que Orail et les TRPC rentrent en compétition pour la liaison
a STIM1. Cela déterminerait si I'entrée du calcium dépendante des stocks intracellulaires est
gérée par les canaux SOC (formés par Orail), ou par les canaux cationiques non sélectifs formés
par les TRPC (Desai et al., 2015; Lee et al., 2014; Saul et al., 2014; de Souza et al., 2015). Dans
les myotubes humains, I'interaction de STIM1L (variant d’épissage de STIM1) avec TRPC1 et
TRPC4 favorise les courants SOCE, permet des transitoires répétitifs rapides et soutient la
myogenese (Antigny et al., 2017). Tandis que pour TRPC6, il a été rapporté que son association
avec STIM1 induirait sa translocation de la membrane plasmique au RE, réduisant I'entrée
extracellulaire de calcium par TRPC6 mais augmentant la libération de calcium du RE (Albarran

et al., 2014).

Il a aussi été rapporté que Orail et TRPC pourraient s’associer dans un complexe de
canaux membranaires (Liao et al., 2008). Des études ont montré que la suppression de
I"'expression endogéne de Orail induit la suppression simultanée des courants portés par TRPC1
et les courants SOC (Cheng et al., 2008). Inversement, la surexpression de Orail augmente ces
phénomenes. Contrairement a I'exemple précédemment cité, dans des cellules musculaires
lisses vasculaires, les courants SOC nécessitaient TRPC1 mais pas Orail (Shi et al., 2017). Il est
d’ailleurs suggéré que STIM1, Orail et TRPC pourraient co-exister dans un complexe nommé
SOCIC pour store-operated calcium influx complex (Vaca, 2010). Dans ce complexe
s’assembleraient et se désassembleraient les canaux composés a la fois de Orail associé aux
TRPC et les canaux composés de TRPC ou Orail indépendamment, et cela de maniere
dynamique en réponse aux différents scénarios d’épuisement des réserves et/ou d’activation

des récepteurs (Vaca, 2010).

Quel gue soit le mode d’activation des canaux impliqués, elle se produit dans des
régions spécialisées de la membrane plasmique, dans des régions en interaction avec STIM1
situées a la membrane du réticulum, comme par exemple au niveau des radeaux lipidiques
(Vaca, 2010). Malgré 'interdépendance des protéines TRPC et Orail, de nombreuses études
ont montré des fonctions cellulaires et physiologiques distinctes entre les canaux formés par
les Orail et les TRPC (Cheng et al., 2013; Ong et al., 2012). La variabilité des caractéristiques

des canaux TRPC observée ne permet pas d’établir un consensus. C’est pourquoi les recherches
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sur les interactions protéiques des canaux TRPC avec Orail et STIM1, ainsi que leur contribution

aux courants SOC sont encore d’actualité (Wang et al., 2020) (Figure 22).
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Figure 22 : Mécanismes d’activation des canaux TRPC

A. Activation des canaux TRPC médiée par les récepteurs (ROC). Indépendamment de STIM1, I'activation des récepteurs conduit a

I’hydrolyse par la PLC du phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) et & la production d’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3), de

diacylglycérols (DAG) et de protons (H+). De plus IP3 active les récepteurs a I'IP3 (IP3R) a la membrane du réticulum pour libérer le

Ca2+ stocké, provoquant une augmentation du [Ca2+]..

B. Activation des canaux TRPC médiée par les stocks intracellulaires en calcium (SOC). Il est démontré que TRPC1/C4 et C5 sont

directement activés par STIM1 qui détecte I"épuisement des stocks intracellulaires en calcium dans le réticulum en s’oligomérisant

pour se déplacer vers la membrane plasmique. Cela peut étre facilité par le junctate, qui interagit avec les IP3R, les TRPC et STIM1,

ainsi que par le flux calcique médié par Orail.

Adapté de Wang et al, 2020

4. Les canaux TRPC dans les pathogéneses

Les canaux TRPC interviennent dans de nombreux processus physiologiques et dans la

pathogénése de diverses maladies humaines (Selvaraj et al., 2010). Pour exemple, le canal

TRPC6 associé a I'augmentation du calcium intracellulaire est impliqué dans la susceptibilité

aux dommages cellulaires des podocytes dans les maladies rénales (llatovskaya and
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Staruschenko, 2015). Le canal TRPC3 est, quant a lui, associé au développement des tumeurs
cancéreuses de l'ovaire. L'inhibition de TRPC3 dans ce contexte aboutit a I'inhibition des
transitoires calciques induites par I'EGF, connus pour moduler la croissance et la migration
tumorale via la modulation calcique (Bryant et al., 2004). L'inhibition de TRPC3 peut aussi
bloguer la croissance de cellules ovariennes cancéreuses (Yang et al., 2009). Une dérégulation
de l'activité des canaux TRPC1 et TRPC3 serait aussi impliquée dans l'apparition et le
développement de maladies neurologiques, comme la maladie de Parkinson, la maladie
d’Alzheimer, le trouble bipolaire et la maladie de Huntington (Bading et al., 1993; Marambaud
et al., 2009; Schrank et al., 2020). Toutes ces maladies sont connues pour étre associées a des
altérations de I'homéostasie calcique. L'inhibition des TRPC1 induirait I'inhibition de la
prolifération neuronale et la neurodégénérescence (Chen et al., 2015; Li et al., 2012; Selvaraj
et al., 2010). A contrario, I'inhibition de TRPC3 permettrait d’améliorer I'efficacité synaptique
lors de dépression synaptique a long terme (Kim, 2013), et améliorerait les troubles de la
mémoire (Neuner et al.,, 2015). Des travaux suggerent également que des altérations de
I'expression et de la localisation de TRPC1 a la membrane plasmique seraient associées a
I"apparition de symptdmes similaires a la maladie de Parkinson. D’autre part, la surexpression
de TRPC1 serait associée a une diminution de la neurotoxicité causée par la neurotoxine MPP*
(1-méthyl-4-phenylpyridinium) (Selvaraj et al., 2010). Cette molécule est retrouvée par
exemple dans des herbicides, ou produit de dégradation de la drogue MPTP (1-méthyl-4-
phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine, produit accidentel de la synthése de la substance illicite
opioide de synthése MPPP). Elle est connue pour détruire des neurones producteurs de
dopamine dans la substantia nigra, et induire les symptomes permanents de la maladie de
Parkinson (Goldman et al., 2017). TRPC3 quant a lui serait impliqué dans la pathogénese de
I"ataxie cérébelleuse (Selvaraj et al., 2010). Dans un modéle de souris, une mutation « gain de
fonction » de TRPC3 dans la région de la pore loop (T635A) serait associé a une dégénérescence
des cellules de Purkinje avec le développement d’une ataxie cérébelleuse (Becker et al., 2009,

2011).

5. Les canaux TRPC dans le muscle squelettique

Le premier article étudiant I'expression des canaux TRPC dans le muscle squelettique

de la souris a été publié en 2002 (Vandebrouck et al., 2002). Dans cette étude, les profils
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d’expression de différents canaux TRP chez la souris ont été évalués par des technigues
d’hybridation in situ et de Real-Time gPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) (Kunert-
Keil et al., 2006). Il a ainsi été établi que I'expression des canaux TRPC variait entre les souches
de souris étudiées, en particulier entre les souris NOD, C57BI/10 et Balb/c. Cependant, les
muscles squelettiques de souris, exprimeraient principalement les canaux TRPC3 et TRPC6
(Krlger et al., 2008; Riccio et al., 2002). Chez 'homme, une étude transcriptionnelle dans le
muscle squelettique a montré que les ARNm principalement exprimés seraient ceux de TRPC1,
TRPC3, TRPC4, TRPC5 et TRPC6. Plus réicemment, une étude protéique dans des myotubes
humains suggérait une similarité d’expression pour tous les canaux, excepté TRPC5 (Antigny et

al., 2013).

a. TRPC1 dans le muscle squelettique

Dans les fibres musculaires de souris adultes, plusieurs études ont montré que TRPC1
serait localisé au sarcolemme, soit par des approches électrophysiologiques (Ducret et al.,
2006; Vandebrouck et al., 2007, 2002; Zanou et al., 2010), soit a l'aide de techniques
d’immunomarqguage (Stiber et al., 2008b; Vandebrouck et al., 2002). A contrario, en 2009, une
étude proposait une localisation de TRPC1 principalement a la membrane du réticulum
sarcoplasmique, ou il se comporterait comme canal de fuite du RS (Berbey et al., 2009). Cette
hypothese a été remise en cause dans une lettre aux éditeurs dans laquelle les auteurs
suggéraient que la détection de TRPC1 au RS résultait de |'utilisation d’anticorps non
spécifiques (Tajeddine et al., 2010). Dans d’autres tissus, TRPC1 a été localisé de maniére
intracellulaire (Nesin and Tsiokas, 2014), et dans le muscle squelettique, d’autres TRPC, comme
le TRPC3 ont été trouvés dans des compartiments intracellulaires (Vandebrouck et al., 2002).
Malgré les divergences, il apparait qu’une fraction importante de TRPC1 est localisée au
sarcolemme et assure un réle dans I’entrée du calcium extracellulaire (Satic and Frieden, 2017).
Dans le muscle, plusieurs études employant des techniques de patch-clamp ou d’imagerie
calcigue ont montré que TRPC1 peut étre mécanosensible, notamment activé par I'étirement
du sarcolemme (Ducret et al., 2006; Formigli et al., 2009; Louis et al., 2008). Cependant,
d’autres études ont remis en question cette propriété aprés avoir montré que TRPC1 ne
possédait pas de propriété mécanosensible dans le muscle squelettique natif (Gottlieb et al.,

2008; Zanou et al., 2010). En utilisant la technique de I'extinction de fluorescence du Fura-2 au

107



manganese, les auteurs ont confirmeé I'absence d’altération des courants SAC dans les muscles
TRPC17. La taille des muscles de ces animaux était cependant plus petite, montrant une
implication de TRPC1 dans la myogenese, hypothese en accord avec d’autres observations
(Salc and Frieden, 2017; Zanou et al., 2010). De plus, si ces animaux présentaient un
comportement semblable aux animaux sains lorsqu’ils étaient soumis a une course libre, ils
étaient plus fatigables lors d’un exercice intense. Cette diminution de résistance a la fatigue
musculaire était retrouvée lors des mesures de force isométrique sur des muscles soléaires ex
vivo (Zanou et al., 2010). La susceptibilité a la fatigue des animaux TRPC17 est particuliérement
intéressante parce que le phénotype des animaux rappelle celui des animaux déficients pour
STIM1 ou Orail (Ambudkar, 2014). Cela suggéererait que ces molécules travaillent ensemble
dans la méme voie de signalisation, comme cela a été montré dans les glandes salivaires. Plus
récemment, de nouvelles expériences ont permis de montrer que STIM1 activerait bien Orail
mais également TRPC1. Les modes d’activation et de régulation de TRPC1 dans les fibres
musculaires humaines différenciées, ainsi que ses partenaires, restent encore a affiner (Satc

and Frieden, 2017).

Dans les myotubes murins, il a été rapporté que TRPC1 forme un complexe stable avec
la dystrophine et I'al-syntrophine (protéine du complexe protéique associé a la dystrophine)
(Vandebrouck et al., 2007). Par la suite, il a été proposé que TRPC4 soit un membre de ce
complexe (Sabourin et al., 2009). L'inhibition de I'expression de TRPC1 et TRPC4, était associée
a une réduction des courants SOCE dans les myotubes, alors que I'expression de I'al-

syntrophine induisait une augmentation de I'influx calcique.

b. TRPC3 dans le muscle squelettique

Le premier article décrivant TRPC3 dans le muscle a montré une localisation
intracellulaire du canal dans les myotubes (Vandebrouck et al., 2002). Plus tard, il a été rapporté
que TRPC3 était plus exprimé dans les fibres musculaires lentes par rapport aux fibres
musculaires rapides et qu’il participerait a I'entrée du calcium extracellulaire, suggérant une
localisation au sarcolemme (Rosenberg et al., 2004). L'expression de TRPC3 serait augmentée
chez la souris aprés un exercice de course libre seulement dans les fibres lentes qui sont celles
préférentiellement activées lors de ce type d’exercice (Salic and Frieden, 2017). Il a donc été

proposé que I'activité neuromusculaire dans les fibres lentes favoriserait I'expression de TRPC3
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en activant la voie calcineurine-NFAT, participant au maintien du phénotype oxydatif lent
(Rosenberg et al., 2004). La surexpression du canal n’était cependant pas associée a
I’'augmentation des courants SOCE, ni a 'altération du couplage excitation-contraction. Cette
observation rentre en contradiction avec des observations réalisées dans des myoblastes
murins, ou l"utilisation de siTRPC3 altérerait le couplage excitation-contraction (Woo et al.,
2008). Il serait donc possible qu’au cours de la maturation des fibres musculaires, TRPC3
module le couplage excitation-contraction, alors que dans les fibres adultes la fonction de
TRPC3 soit différente (Salic and Frieden, 2017). Pour exemple, une étude a permis de proposer
que l'entrée de calcium induite par TRPC3 régulerait I'absorption de glucose médiée par
I'insuline dans les muscles adultes (Lanner et al., 2009). Il a d’ailleurs été observé que TRPC3 et
GLUT4 (transporteur de glucose 4) colocalisent aux tubules T, site préférentiel de captation du

glucose dans les muscles squelettiques (Lauritzen et al., 2006).

Concernant la régulation de TRPC3, il a été rapporté que TRPC1 et TRPC3 sont associés
dans le muscle squelettique (Cheung et al., 2011; Woo et al., 2014). L’association de TRPC1 et
TRPC3 se ferait grace au site d’interaction protéique dans la région de répétition d’ankyrine de
TRPC3. La perturbation de cette interaction entrainerait une diminution du niveau basal de
calcium dans les myotubes (Woo et al., 2014). Le niveau d’expression de TRPC3 serait
relativement bas dans les myoblastes, et augmenterait rapidement a linitiation de la
différenciation, pour décliner et se stabiliser ensuite au stade myotube (Cheung et al., 2011;
Lee et al., 2006b; Woo et al., 2008). Ces profils d’expression différentiels pourraient permettre
de comprendre la régulation des processus de régénération musculaire et le réle des canaux
TRPC1 et TRPC3 dans ces phénomeénes (Cheung et al., 2011; Salc and Frieden, 2017). Plusieurs
études ont été réalisées afin d’établir I’évolution de I’expression des canaux TRPC1 et TRPC3 au
cours de la différenciation musculaire et ont permis de montrer I'implication de ces canaux

dans les courants SOC lors de la myogenese (Antigny et al., 2013, 2017; Cheung et al., 2011).

6. Les canaux TRPC dans les dystrophies musculaires

L’entrée de calcium extracellulaire dans les myotubes chez la souris mdx est environ
deux fois plus élevée que dans des myotubes sains (Tutdibi et al., 1999). Il a été montré que le

canal TRPC1 serait lie¢ a I'al-syntrophine et a la dystrophine dans les cellules musculaires
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(Vandebrouck et al., 2007). La perturbation de ces interactions chez la souris mdx promouvrait
I"activité du canal TRPC1. L'implication de ce canal dans I'augmentation de la SPCa et de la
[Ca?*]c a été proposée, en lien avec I'activité exacerbée de TRPC1 lors de la perturbation du
DAPC dans les myotubes dystrophique (Franco and Lansman, 1990; Maroto et al., 2005; Tutdibi
et al., 1999; Vandebrouck et al., 2006, 2007, 2001, 2002).

TRPC1 jouerait ainsi un réle dans la pathogénése de la DMD, en association avec
d’autres protéines (Choi et al., 2020). La cavéoline-3 serait également une protéine impliquée
dans la pathogénese de la DMD. Dans le tissu musculaire de souris mdx, il a été montré que
I"expression de la cavéoline-3, de TRPC1 et de la src kinase, est augmentée avec une distribution
membranaire irréguliere (Gervasio et al., 2008; Shibuya et al., 2002; Vaghy et al., 1998; Venema
et al., 1997). Ces trois protéines sont connues pour étre capables de se lier les unes aux autres.
TRPC3 est une cible connue pour la phosphorylation par la tyrosine kinase src (Kawasaki et al.,
2006). Sous I'effet du stress oxydatif survenant dans les fibres dystrophiques, la NADPH oxydase
(source majeure de ROS de la cellule) influe sur I'activité de TRPC1 en I'activant majoritairement
de maniére mécanique, plutét que par le processus SOC (Vandebrouck et al., 2002; Whitehead
et al., 2010). Ce phénomene est suspecté d’étre un mécanisme clé des Iésions musculaires et
troubles fonctionnels dans la pathogénése de la DMD. TRPC1 se liant également a Homerl, il a
été montré que les souris déficientes en protéine Homerl présentent une myopathie
caractérisée par une diminution du diamétre des fibres musculaires et de la force en raison de
I'augmentation d’entrée calcique médiée par TRPC1 (en tant que canal SAC) (Stiber et al.,

2008b).

En plus de 'augmentation d’expression de TRPC1, le canal TRPC3 serait surexprimé chez
la souris mdx (Kruger et al., 2008). La surexpression induite de TRPC3 suffisait a induire des
dérégulations calciques responsables de I'apparition d’'un phénotype dystrophique (Millay et

al., 2009).

TRPC4, contribue également aux dérégulations calciques survenant dans les muscles
squelettiques de souris mdx (Vandebrouck et al., 2002). Le canal TRPC4 s’hétéromérise avec
TRPC1 dans les myotubes de souris, et fonctionne ainsi comme un canal SOC. Dans un contexte
de souris déficientes en a1-syntrophine, I'activité accrue du canal TRPC1/TRPC4 est inhibée par

la répression du canal TRPC1 ou TRPC4 (Sabourin et al., 2009). Le canal TRPC6 en tant que canal
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SOC est également lié a la dystrophie musculaire (Choi et al., 2020). La surexpression d’un
mutant négatif de TRPC6 dans les modeles murins de dystrophie musculaire mdx ou déficients
en sarcoglycanes, atténue le phénotype dystrophique en inhibant les courants SOC portés par

TRPC6 (Millay et al., 2009).

Enfin, le canal TRPV2 a aussi été suspecté d’étre impliqué dans les dérégulations
calciques survenant dans la DMD (Matsumura et al., 2019). Il a d’ailleurs été montré que
I'inhibition de TRPV2 permettait de prévenir de la dégénérescence des cardiomyocytes et la
fibrose cardiaque dans deux modeles animaux de dystrophie musculaire : la souris mdx et le
hamster déficient en d-sarcoglycan BIO14.6 (lwata et al., 2003, 2009; Zanou et al., 2009). Un
essai clinique japonais ciblant I'inhibition de TRPV2 par la molécule tranilast (médicament
antihistaminique) a été mené sur deux patients DMD avec objectif de réduire I'atteinte
cardiaque (Matsumura et al., 2018). Les résultats n"ont pas montré d’amélioration nette de la
fonction cardiaque. Un essai clinique pour inclure d’avantage de patients a été lancé afin
d’étayer les résultats (Matsumura et al., 2019). Cet essai est enregistré a 'UMIN-CTR au
numéro UMINO00031, ainsi qu’au registre japonais des essais cliniques jRCT au numéro

jRCTs03118003.

Bien gu’il existe plusieurs études pour étudier I'implication des canaux TRP dans les
dystrophies musculaires, leur role dans les anomalies calciques reste discuté pour différentes
raisons. De nombreuses incertitudes persistent concernant les modes d’activation SOC et SAC
des canaux TRP, trés variables en fonction des systemes observés. De plus le fonctionnement
en homo ou hétérotétrameres de ces canaux, ainsi que ces associations avec des protéines
régulatrices comme STIM1 ou méme d’autres canaux comme Orail, complexifient I’étude de
leur régulation et de leur expression. Par ailleurs, les études des canaux TRPC dans un contexte
dystrophique sont principalement réalisées sur le modele animal de la souris mdx. Ce modele
présente un phénotype dystrophique assez éloigné de celui des patients DMD, avec une légere
atteinte des muscles striés, associé a un fort taux de régénération musculaire, et une atteinte
cardiague absente ou tardive (voir paragraphe 1 « La souris mdx », page 32). Cela réduit la
projection des résultats obtenus chez la souris mdx a la compréhension de la maladie humaine

et au développement de traitements pour le patient DMD.
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Chapitre IV : Objectif de la these: Evaluation d’une
nouvelle approche thérapeutique pour cibler les
anomalies calcigues impliquées dans la DMD

Parmi les stratégies thérapeutiques en études pour traiter la DMD, l'une des plus
prometteuses est la thérapie génique AAVr-MD qui est I'objet aujourd’hui de quatre essais
cliniques chez les patients DMD. Cependant, avec les différentes limites de cette approche
thérapeutique (voir paragraphe 3 «Lles limites des vecteurs AAVr en application
thérapeutique», page 60), notamment la capacité d’encapsidation limitée des vecteurs AAVr,
réduisent les espoirs de guérison compléte. C'est une atténuation du phénotype pathologique
qui est attendue. Les patients souffrant de dystrophie musculaire de Duchenne auront
probablement une atteinte similaire a celle des patients atteints par la dystrophie musculaire
de Becker. Ainsi la recherche se poursuit pour proposer des traitements alternatifs et
complémentaires. C'est pourquoi les mécanismes physiopathologiques de la dystrophie
musculaire de Duchenne et en particulier la perturbation de I’homéostasie calcique sont

toujours étudiés.

La perturbation de I’'homéostasie calcique dans les fibres musculaires des patients DMD
est un phénomene clé qui participe au développement de la fibrose et qui induit la
dégénérescence cellulaire. Bien que le lien entre I'absence de la dystrophine chez les patients
et I'augmentation de la SPCa ne soit pas clairement expliqué, il a été démontré que les
dérégulations calciques sont capable a elles seules d’induire les cascades de mécanismes
cellulaires responsables du phénotype dystrophique dans des modeéles animaux (Millay et al.,
2009). Malgré l'incertitude autour de l'identité moléculaire des canaux responsables de
I’augmentation de la SPCa dans les muscles dystrophiques, les études portent principalement

sur les canaux de la famille des canaux TRP, et en particulier des canaux TRPC.

Les canaux TRPC sont les canaux les plus étudiés de la famille des canaux TRP. lls ont
été décrits dans de nombreux organes comme les reins, le cerveau, ou encore les cellules du
systeme immunitaire, et associés a différentes maladies humaines (voir paragraphe 4 « Les
canaux TRPC dans les pathogéneses », page 105). Les canaux TRPC1 et TRPC3 ont notamment

été décrits dans le muscle ou ils participeraient a la régulation de I'homéostasie calcique ainsi
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qu’a la différenciation myogénique (Antigny et al., 2013, 2017; Cheung et al., 2011). De plus,
TRPC1 a été décrit comme protéine associée a la dystrophine (Vandebrouck et al., 2007), ainsi
qu’a TRPC3 qui serait quant a lui localisé aux tubules-T (Lauritzen et al., 2006), région cellulaire

spécialisée dans la gestion de I'influx calcique.

Dans le but d’identifier une nouvelle cible thérapeutique pour lutter contre
I’augmentation de la SPCa dans les muscles dystrophiques, nous avons donc choisit d’étudier
les canaux TRPC1 et TRPC3. Pour I'étude de la DMD, ces canaux avaient été majoritairement
étudiés dans le modele de la souris mdx, peu pertinent par rapport son évolution
physiopathologique. Notre équipe a participé a la génération du modéle de rat DMD™® (Larcher
et al., 2014), qui reproduit plus fidelement la maladie DMD humaine avec un remplacement
progressif et sévere du muscle squelettique par fibrose, une réduction significative de la force
musculaire, une diminution de l'activité motrice spontanée et une atteinte cardiaque. Nous
avons donc choisi ce modeéle animal pour I’étude des canaux TRPC1 et TRPC3. L’objectif de cette
these a été d’identifier parmi les canaux TRPC1 et TRPC3, ceux qui pourrait étre candidats a
I'augmentation de la SPCa dans la DMD en utilisant le modéle animal du rat DMD™®, Cette

thése se compose de trois parties :

e Dans un premier temps, nous avons cherché a déterminer si les canaux TRPC1
et/ou TRPC3 pouvaient étre impliqués dans les altérations de la SPCa du muscle
squelettique chez le rat DMD™® et s’ils pouvaient représenter des cibles
thérapeutiques. Cette partie fait I'objet d’un article scientifique publié dans le
Journal of Translational Medicine.

e Une étude préliminaire a été faite sur I'évaluation de I'expression génétique et
protéique de TRPC3 dans des biopsies musculaires de patients DMD.

e Nous avons congu et généré des stratégies thérapeutiques afin d’inhiber le canal
TRPC3. Ces stratégies dont I'efficacité doit encore étre validée in vitro, ont pour
objectif d’étre transposées in vivo en essai préclinique dans le modéle animal de

la DMD, le rat DM D™,
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RESULTATS

I.  Matériels et Méthodes

Analyse de la distribution cellulaire de TRPC1 et TRPC3 par immunofluorescence

Afin d’étudier le marquage des canaux TRPC dans les EDL, nous avons mis au point un
co-marquage des canaux TRPC1 et TRPC3 avec une protéine des citernes terminales du RS, et
du sarcolemme, respectivement le RyR et la Cavéoline 3. De cette maniére, nous avons cherché
a identifier dans quel compartiment intracellulaire pouvaient étre exprimé les canaux TRPC.
Nous avons cherché a déterminer si la localisation subcellulaire de ces canaux differe dans un

contexte dystrophique par rapport aux muscles EDL sains.

L'un des enjeux techniques lors de I'étude des fibres musculaires, a été de discerner les
différents compartiments intracellulaires, enchevétrés de maniere tres dense et structurée.
Cette organisation structurelle est dépendante de la tension naturellement subie par les fibres
musculaires dans I'organisme. Pour améliorer la distinction de ces structures en microscopie,
nous avons souhaité maintenir une tension des fibres musculaires toute la durée du protocole
d’'immunofluorescence, du prélevement sur I'animal jusqu’a I'acquisition des images. Pour ce
faire, les EDL prélevés ont été maintenus tendus par des minuties dans des supports siliconés.
lls ont été disséqués en faisceaux de fibres musculaires de dix a quinze fibres en les maintenant
toujours tendus. Les faisceaux ont ensuite été transférés dans des cuves expérimentales
designés par Bodvaél Fraysse et moi-méme (Figure 23). Ces cuves permettent I'immersion des
fibres musculaires tendues lors d’un protocole de marquage fluorescent. Dans ces cuves, les
extrémités des faisceaux étaient pincées de part et d’autre dans les travées de silicone. La
tension des fibres était adaptée pour obtenir une longueur des sarcomeres d’environ 2,5 um.
Cette longueur de sarcomeére correspond a une longueur optimale de repos des sarcomeres

(Power, 2012).
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Cuve expérimentale pour I'immunofluorescence

Travée en silicone

— Volume réactionnel

Faisceau de fibre musculaire

Bille aimantée

Figure 23 : Schéma de la cuve expérimentale de marquage pour I'immunofluorescence

La cuve expérimentale pour le marquage d’immunofluorescence a été designée pour permettre de maintenir des fibres
musculaires disséquées manuellement, tendue entre deux travées de silicone afin de placer les fibres musculaires dans les
conditions les plus proches de celles in vivo. Elles ont été moulées avec de I'élastomére de silicone Sylgard 184 a partir de moules

congus par monsieur Fraysse et imprimés en 3D.

Analyse gPCR de I'efficacité du transfert de gene dans les EDL des animaux injectés

A partir des EDL de rats injectés, prélevés au sacrifice des animaux (a 4 mois d’age, soit
3 mois aprés l'injection des vecteurs AAVr), I'ADN génomique a été extrait a I'aide du kit Gentra
Puregene (Qiagen) et Tissuelyser Il (Qiagen) conformément aux instructions du fabricant. Des
analyses gPCR duplex ont été réalisées sur un thermocycleur tactile C1000 (Bio-Rad) en
analysant 50 ng d'ADNg en duplicat. Les réactions ont été réalisées dans un volume final de 20
ul contenant 5 pl d'ADN matrice, 10 pl de Premix Ex tag (Ozyme), 0,3 ul de colorant de référence
ROX (Ozyme), 0,2 uM de chaque amorce (Sigma-Aldrich) et 0,1 uM de sonde Tagman (Sigma-
Aldrich). Le nombre de copies de vecteurs a été déterminé a I'aide d'amorces et d'une sonde

spécialement concues pour amplifier les transgéenes MD1 et MD3 (Bourdon et al., 2022) :

e Amorce sens MD : 5" - CCAACAAAGTGCCCTACTACATC -3
e Amorce anti-sens MD : 5 — GGTTGTGCTGGTCCAGGGCGT - 3’
e Sonde MD : 5 - FAM-CCGAGCTGTACCAGAGCCTGGCC-BHQ2 -3’

Des amorces et une sonde, congues pour amplifier la séquence HPRT1 de rat ont été

utilisées pour déterminer le nombre de copie d'ADNg :

e Amorce sens rHPRT1 : 5 - GCGAAAGTGGAAAAGCCAAGT - 3’
e Amorce anti-sens rHPRT1 : 5" — GCCACATCAACAGGACTCTTGTAG — 3’
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e Sonde rHPRT1 : 5" - Cy5-CAAAGCCTAAAAGACAGCGGCAAGTTGAAT-BHQ1- 3’

Pour chaque échantillon, les valeurs de seuil de cycle (Cq) ont été comparées a celles
obtenues avec différentes dilutions de plasmides standards linéarisés (contenant soit la
cassette d'expression mMD1/3, soit le gene HPRT1 de rat). Les résultats sont exprimés en

nombre de copies du génome du vecteur par génome diploide (vg/dg).
Analyse gPCR de I'efficacité du transfert de géne dans les EDL des animaux injectés

A partir des EDL de rats injectés, prélevés au sacrifice des animaux (a 4 mois d’age, soit
3 mois apres I'injection des vecteurs AAVr), I'ARN a été extrait avec le réactif Qiazol (Qiagen) et
le Tissuelyser Il (Qiagen) conformément aux instructions du fabricant. Les échantillons ont été
traités avec de la DNAse (ezDNAse, ThermoFisher), puis 1000 ng d’ARN ont été reverse
transcrits en ADNc dans un volume final de 20 pl avec I'enzyme SuperScript Vilo IV et des
amorces aléatoires (ThermoFisher). Des analyses gPCR duplex ont été réalisées sur un
thermocycleur tactile C1000 (Bio-Rad) en analysant les ADNc dilués au 1/15¢ en duplicat. Les
réactions ont été réalisées dans un volume final de 20 pl contenant 5 pl d'ADN matrice, 10 pl
de Premix Ex tag (Ozyme), 0,3 ul de colorant de référence ROX (Ozyme), 0,2 uM de chaque
amorce (Sigma-Aldrich) et 0,1 uM de sonde Tagman (Sigma-Aldrich). Les amorces utilisées sont
présentées dans le paragraphe précédent. Les résultats ont été exprimés en quantités relatives
(QR) : QR=27ACt=p-(Ct cible=Ct controle endogéne)  poyr chaque échantillon d'ARN, l'absence de

contamination par I'ADN a également été confirmée par I'analyse échantillons non transcrits.

Evaluation par Western-blot de I'expression protéique de TRPC3 dans les animaux

injectés

L'analyse de I'expression protéique de TRPC3 dans les EDL des rats injectés avec les
traitements MD a été réalisée de la méme maniére que présenté dans l'article publié. Les
protocoles d’extraction et de dosage protéique, de Western-blot et d’analyse d’images sont

décrits dans I'article (Creisméas et al., 2021).
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Echantillons de patients DMD et d’hommes sains

Les biopsies humaines ont été obtenues aupres de la Myobank — AFM (Institut de
Myologie, Paris). Les échantillons étaient extraits des muscles striés squelettiques
paravertébraux. L'ensemble des patients étaient des hommes agés de 15 a 17 ans. La quantité
de tissu obtenu nous a permis de réaliser une extraction protéique sur les six échantillons
obtenus, cependant seulement cing échantillons ont pu servir a l'extraction ARN, les

échantillons Sain 1, Sain 2, Sain 3, DMD 2 et DMD 3.
Quantification relative de I'expression génétique de TRPC3

L'extraction d’ARN, et la reverse transcription des échantillons humains se sont faites
de la méme maniére que pour les échantillons de rats, décrits dans |'article (Creisméas et al.,
2021). Une analyse gPCR en SYBR Green a ensuite été réalisée sur les ADNc dilués au 1/40°

pour TRPC3 a |'aide des amorces suivantes :

. Amorce sens hTRPC3 : 5" = TAGTGGGTGTGCTGGATCTCTG - 3
. Amorce anti-sens hTRPC3 : 5" — AGCACAACGAGACACTTGATAGC - 3’

La valeur de seuil de la PCR sur les génes d’'intérét est normalisée par la détection du gene

ubiquitaire endogene hRPOL2, en gPCR Tagman grace aux amorces suivantes :

o Amorce sens hRPOL2 : 5" — CCTGGAGAAGTGACCACGCT -3’
. Amorce anti-sens hRPOL2 : 5" — AATTCGGGGCAGGACGCTCAG - 3’
. Sonde : 5" — CACCCACCCGCTGTGCTGACCAT — 3’

Comme précédemment, les résultats ont été exprimés en quantités relatives (QR) :
QR=2-ACt=p~(Ctcible-Ct contréle endogéne) pqr chaque échantillon d'ARN, I'absence de contamination

par I'ADN a également été confirmée par I'analyse échantillons non transcrits.
Western-blot

Les résultats ont été obtenus grdce au méme protocole d’extraction protéique et de
Western-blot que pour les échantillons de rats, qui sont décrits dans I'article (Creisméas et al.,

2021).
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II.  TRPC3, but not TRPC1, as a good therapeutic target for

standalone or complementary treatment of DMD

L"article publié lors de cette these regroupe I’'ensemble des travaux réalisés au sujet de
la problématique calcique chez le rat DMD™%, et I'identification de cibles thérapeutiques pour

palier a ces anomalies.

Dans un premier temps, nous avons voulu savoir si le rat DMD™, par rapport au rat
sain, présente des dérégulations calciques décrites dans la physiopathologie de la dystrophie
musculaire de Duchenne. Ces travaux avaient initialement été réalisés par I’équipe de Thibaut
Larcher pour les analyses histologiques et par Bodvaél Fraysse et Claire Gazaille pour
I'ensemble des mesures calciques de [Ca?*]c et de SPCa. Sachant que nous suspections que les
canaux TRPC1 et TRPC3 puissent étre des candidats susceptibles participant a I'augmentation
de la SPCa dans un contexte dystrophique. J'ai donc ensuite évalué les niveaux d’expression de
ces deux canaux chez les rats DMD™* en comparaison avec des rats sains. Les mesures
calciques et I'étude de I'expression des canaux TRPC ont été réalisées sur le muscle
squelettique EDL (Extensor Digitorum Longus) dont les résultats sont présentés dans |'article
publié, ainsi que sur le cceur dont les résultats sont présentés en résultats complémentaires.
L’EDL a été choisi car il s’agit d’'un muscle de type rapide, constitué a plus de 90% de fibres
musculaires de type 2 (Soukup et al., 2002). Ce sont des muscles précocement impactés par la
dégénérescence musculaire dans la progression de la DMD (Webster et al., 1988). Le cceur a
été choisi car, que ce soit chez les patients DMD ou chez le rat DMD™® il subit tout d’abord un
remodelage, puis une cardiomyopathie dilatée s’installe et devient I'une des principales causes
de décés chez les patients. L'ensemble des analyses chez le rat DMD™ ont été réalisées aux
ages de 1,5 mois, 3 mois, 4,5 mois et 7 mois d’age des rats, afin de suivre I"évolution des
dérégulations calciques et I'expression des canaux en parallele de I'évolution de la pathologie.
Chez le rat DMD™® |'évolution de la pathologie est représentée par la Figure 24. Le rat DMD™%
se distingue du rat sain dés 4 semaines de vie par une prise de poids significativement
inférieure. Par la suite, dés 1,5 mois d’age, les animaux présentent des lésions musculaires, un

déficit moteur significatif et un remodelage du myocarde qui précede la mise en place de Ia
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cardiomyopathie dilatée aux alentours de 7 mois d’age (Larcher et al., 2014)(Huchet, Le Guiner
et al, WMS meeting, 2017). Etablir le profil d’expression des canaux TRPC1 et TRPC3 chez le rat
DMD™ en comparaison du rat sain nous a permis d’affiner la chronologie des événements

moléculaires impliquant les dérégulations calciques décrite dans la pathogénése de la DMD.

Evolution physiopathologique du rat DMD™™

1,5 mois 3 mois 4,5 mois 7 mois 12 mois

Fibrose/nécrose
musculaire

Déficit moteur

Déficit de la fonction . e .
. <—————— Remodelage — Cardiomyopathie dilatée
cardiaque
v

Espérance de vie
moyenne des rats
DMDmdx

Figure 24 : Schéma illustrant I’évolution physiopathologique de la dystrophie musculaire de Duchenne chez le rat DMD™M

Adapté de Larcher et al., 2014 ; Huchet, Le Guiner et al, WMS meeting, 2017

Selon la littérature, les canaux TRPC, sont exprimés dans de nombreux types cellulaires
et sont généralement décrit comme étant localisés a la membrane plasmique (Wang et al.,
2020). Cependant, dans le muscle squelettique, des divergences persistent quant a la
localisation des canaux TRPC au sarcolemme ou au réticulum sarcoplasmique (Berbey et al.,
2009; Tajeddine et al., 2010). Notre hypothése proposant les canaux TRPC impliqués dans
I’'augmentation de la SPCa lors de la DMD sous-tend une expression des canaux TRPC1 et TRPC3
ne sont pas exprimés au sarcolemme des rats sains et dystrophiques. J’ai donc étudié la
localisation subcellulaire de TRPC1 et TRPC3 dans les EDL du modéle du rat DMD™ en

comparaison du rat sain.

L'implication des canaux TRPC dans l'augmentation de la SPCa dans les muscles
dystrophiques pourrait résulter soit d’une surexpression des canaux TRPC au sarcolemme,
et/ou d’une augmentation de I'activité des canaux. J'ai donc également mené des expériences
afin d’étudier les niveaux de glycosylation et phosphorylation du canal TRPC3. De plus chez le
rat, la présence d’isoforme du canal TRPC3 qui résulteraient d’un épissage alternatif est discuté
dans la littérature (Kim et al., 2012). En théorie, le rat ne posséde qu’une seule forme du canal

TRPC3, mais |'épissage alternatif de TRPC3 chez I'"homme permet |'expression de trois
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isoformes. Nous avons donc émis I'hypothése de la présence d’une isoforme alternative de
TRPC3 qui s’exprimerait différemment dans les EDL de rats dystrophiques par rapport aux sains.
Cette isoforme serait susceptible d’avoir un mode de régulation et une activité différente du

canal historique murin et pourrait étre impliqué dans I'laugmentation de la SPCa.

Lors d’'une étude menée avec Audrey Bourdon, étudiante en these au laboratoire
(Bourdon et al., 2022), nous avons obtenus des échantillons musculaires de rats dystrophiques
injectés avec des AAVr-MD. Ces échantillons sont issus des animaux utilisés dans I’étude publiée
par Audrey Bourdon intitulée « Evaluation of the dystrophin carboxy-terminal domain for
micro-dystrophin gene therapy in cardiac and skeletal muscles in the DMD™ rat model » en
Janvier 2022 dans le journal « Gene Therapy » a laquelle je suis co-autheur. Cette thérapie trés
prometteuse est I'objet de quatre essais cliniques actuellement qui visent a améliorer le
phénotype dystrophique des patients, sans pour autant promettre de les soigner
complétement. Nous avons souhaité évaluer I'impact de ces thérapies sur les dérégulations de
I"hnoméostasie calcique musculaire, ainsi que sur I'expression du canal TRPC3 chez les rats
DMD™¥. |’équipe de Corinne Huchet a évalué la fonction musculaire des rats, et Bodvaél
Fraysse a évalué la [Ca%*]c et la SPCa. J'ai évalué I'expression protéique et génétique de TRPC3

dans les EDL des rats injectés en comparaison des groupes controles.

L’'ensemble de ces résultats est présenté dans I'article « TRPC3, but not TRPC1, as a
good therapeutic target for standalone or complementary treatment of DMD », qui a été publié
en décembre 2021 dans « Journal of Translational Medicine », article sur lequel je figure en 1¢"

auteur et qui est présenté ci-apres.

120



Creisméas et al.
Journal of Translational Medicine (2021) 19:519 _J OU m a | Of
https://doi.org/10.1186/512967-021-03191-9 Tra nSIatlona | Med ICI ne

RESEARCH Open Access

. ®
TRPC3, but not TRPC1, as a good therapeutic @
target for standalone or complementary
treatment of DMD

Anna Creisméas', Claire Gazaille', Audrey Bourdon', Marc-Antoine Lallemand', Virginie Francois',
Marine Allais', Mireille Ledevin?, Thibaut Larcher?, Gilles Toumaniantz®, Aude Lafoux* Corinne Huchet!,
Ignacio Anegon®, Oumeya Adjali', Caroline Le Guiner' and Bodvaél Fraysse'”

Abstract

Background: Duchenne muscular dystrophy (DMD) is an X-linked inherited disease caused by mutaticns in the
gene encoding dystrophin that leads to a severe and ultimately life limiting muscle-wasting condition. Recombinant
adeno-associated vector (rAAV)-based gene therapy is promising, but the size of the full-length dystrophin cONA
exceeds the packaging capacity of a rAAV. Alternative or complementary strategies that could treat DMD patients are
thus needed. Intracellular calcium overload due to a sarcolemma permeability to calcium (SPCa) increase is an early
and critical step of the DMD pathogenesis. We assessed herein whether TRPC1 and TRPC3 calcium channels may be
involved in skeletal muscle SPCa alterations and could represent therapeutic targets to treat DMD.

Methods: All experiments were conducted in the DMD™ rat, an animal model that closely reproduces the human
DMD disease. We measured the cytosolic calcium concentration ([Ca”]c) and SPCa in EDL (Extensor Digitorum Longus)
muscle fibers from age-matched WT and DMD™ rats of 1.5 to 7 months old. TRPC1 and TRPC3 expressions were
measured in the EDL muscles at both the mRNA and protein levels, by RT-gPCR, western blot and immunocytefluo-
rescence analysis.

Results: As expected from the malignant hyperthermia like episodes observed in several DMD™ rats, calcium
homeostasis alterations were confirmed by measurements of early increases in [Ca®™]. and SPCa in muscle fibers.
TRPC3 and TRPC1 protein levels were increased in DMD™ rats. This was observed as soon as 1.5 months of age for
TRPC3 but only at 7 months of age for TRPC1. A slight but reliable shift of the TRPC3 apparent molecular weight was
observed in DMD™ rat muscles. Intracellular localization of both channels was not altered. We thus focused our
attention on TRPC3. Application of Pyr10, a specific inhibitor of TRPC3, abolished the differences between SPCa values
measured in WT and DMD™®. Finally, we showed that a rAAV-microdystrophin based treatment induced a high micro-
dystrophin expression but only partial prevention of calcium homeostasis alterations, skeletal muscle force and TRPC3
protein increase.

Conclusions: All together our results show that correcting TRPC3 channel expression and/or activity appear to be a
promising approach as a single or as a rAAV-based complementary therapy to treat DMD.
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Introduction

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is an X-linked
inherited disease affecting ~ 1:5000 male births and lead-
ing to a severe, highly debilitating and ultimately life
limiting muscle-wasting condition [1]. DMD is caused
by mutations in the gene encoding dystrophin, a critical
protein for the stability and function of skeletal myofib-
ers and cardiomyocytes [2, 3]. Dystrophin establishes a
mechanical link between the actin cytoskeleton and the
extracellular matrix in muscle fibers through the dystro-
phin-associated protein complex. DMD-affected boys
develop muscle weakness during the first years of life.
During teenagehood, they generally become wheelchair-
bound and exhibit life-threatening complications caused
by respiratory muscle wasting and dilated cardiomyopa-
thy. DMD patients rarely survive into their fourth decade
[4]. Gene therapy to restore dystrophin expression is a
promising approach for the treatment of DMD. Recom-
binant adeno-associated virus (rAAV) vectors are par-
ticularly efficient in transducing skeletal muscle fibers
and cardiomyocytes when packaged with the appropri-
ate capsid [5-7], and allow long-term in vivo transgene
expression [8]. However, the full-length dystrophin com-
plementary DNA (cDNA) is 14 kb in length and greatly
exceeds the packaging capacity of a single rAAV vector
(<5 kb) [9]. Therefore, shortened transgenes, coding for
partially functional microdystrophins (MD) that contain
essential domains of the dystrophin protein have been
generated. The principle of using MDs as therapeutic
transgenes arose from the concept that Becker Muscular
Dystrophy (BMD) patients with natural in-frame dele-
tions/mutations in their DMD gene exhibit a milder dys-
trophinopathy [10]. Our group participated in the first
study describing long-term functional rescue after a gene
therapy treatment based on rAAV-MD systemic delivery
in the Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD)
dog, a large animal model of DMD [11]. Three clinical tri-
als using this strategy have been launched in 2018, and
the first reported results are very promising [12]. In BMD
patients, the disease is milder and more heterogeneous
compared to DMD patients. Nevertheless, muscle weak-
ness is often noticed in adolescence or young adulthood
[13]. Additionally, current rAAV-MD trials are based on
MDs that are~40% smaller than the smallest naturally
truncated dystrophin reported in a patient with BMD
[14]. It is thus urgent to find alternative or complemen-
tary therapeutic strategies for MD-based gene therapy
that could treat both DMD and BMD patients. Such

strategies have to target significant and primordial events
of the DMD pathogenesis.

Calcium plays a critical role in the pathogenesis of
DMD as skeletal muscle necrosis is mainly caused by
intracellular Ca** overload [15]. Calcium alterations are
very early events: they have been detected in muscle fib-
ers of DMD boy fetuses and measured in not fully dif-
ferentiated human DMD myotubes [16, 17]. Intracellular
Ca’* overload in DMD is mainly related to an increase of
the sarcolemma permeability to Ca®* (SPCa) through the
accumulation of Ca?" permeable ion channels [18]. The
identity of the channels involved in the SPCa increase
is still unclear but members of the Transient Receptor
Potential (TRP) family have been proposed as possible
candidates [18]. The mammalian TRP channel superfam-
ily encompasses 28 members that are subdivided into 6
subfamilies according to their sequence homology [19].
Two TRP channels caught our attention in the context of
the DMD: TRPC1 and TRPC3. The expression of these
channels is increased in skeletal, cardiac and smooth
muscles in absence of dystrophin expression in the mdx
mouse [20-22]. TRPC3 acts as a positive regulator of
reactive oxygen species, its increased expression lead-
ing to a fibrotic response in cardiomyocytes [20]. TRPC3
has also been proposed to participate in the massive and
sustained cytosolic Ca?" increase that takes place in skel-
etal muscle cells during malignant hyperthermia (MH)
with numerous MH like episodes having been reported
in human DMD patients [23, 24]. The two channels are
involved in myogenesis and regulate cytosolic Ca*" levels
in skeletal muscle fibers [25, 26]. Targeting TRPC1 and
TRPCS3 to reduce Ca?* alterations in DMD muscles could
thus represent relevant targets for alternative or comple-
mentary treatment to MD-based gene therapy.

Nevertheless, most of the studies concerning the
involvement of Ca?* homeostasis alterations and the
TRP channels in the pathogenesis of DMD were con-
ducted in the mdx mouse. This animal model of DMD
exhibits a very mild muscle dystrophy as compared to
DMD patients [27, 28]. This reduces the scope of the
results obtained in mdx mice in the understanding of
the disease and the development of treatments in human
DMD patients. Our team participated to the generation
of the DMD™* rat model [27], which more closely repro-
duces the human DMD disease with progressive and
severe skeletal muscle replacement by fibrosis, significant
reduction in muscle strength, a decrease in spontaneous
motor activity and cardiac involvement.
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In the present study, we aimed to determine whether
TRPC1 and/or TRPC3 channels may be involved in skel-
etal muscle SPCa alterations in the DMD”® rat and may
represent therapeutic targets. We assessed [Ca?]_ and
SPCa in mechanically isolated and fura-2 loaded fibers
of the EDL (Extensor Digitorum Longus) fast-twitch mus-
cle from age-match wild-type (WT) and DMD™? rats of
1.5-7 months old. Within this time window, rats undergo
puberty and reach adulthood [29] and, most impor-
tantly, DMD"® animals progressively display necrosis
and regeneration in limb and diaphragm muscles that
evolves to severe fibrosis and adipose tissue infiltration
[27]. TRPC1 and TRPC3 expressions were measured in
the EDL muscles at both the mRNA and protein levels,
by RT-qPCR and western blot analysis, respectively. The
subcellular localization of the two channels was assessed
by immunocytofluorescence and confocal microscopy.
Finally, we determined the impact of a rAAV-MD based
treatment on Ca®" homeostasis, force development and
TRPC expression in DMD"%* rat skeletal muscles.

Materials and methods

Animals

A total of 69 DMD™® rats and 59 Sprague Dawley WT
rats (littermates) were used in this study. They were
obtained, handled and housed from the UTE IRS-UN
(University de Nantes, France) and the Boisbonne Center
for Gene Therapy (ONIRIS, Nantes, France). The Insti-
tutional Animal Care and Use Committee of the Région
des Pays de la Loire (University of Angers, France) as well
as the French Ministry for National Education, Higher
Education and Research approved the protocol (authori-
zations #2016070618053653 and 2017040616371353).
Before sacrifice, animals received a subcutaneous injec-
tion of buprenorphine (0.04 mg/kg, Vetergesic, Ceva
Santé Animale, Libourne, France), after 30 min rats were
anesthetized by intraperitoneal injection with etomidate
(16 mg/kg, Hypnomidate, Janssen-Cilag, Issy Les Moulin-
eaux, France), delivered in 2 or 3 injections separated by
3 min, and ketamine (20 mg/kg, Imalgene 1000, Merial,
Lyon, France). Animals dedicated to ex vivo skeletal mus-
cle contractility analysis and Ca’" measurements were
euthanized by heart excision. Other animals were eutha-
nized by intravenous injection of pentobarbital sodium
(Dolethal, Vetoquinol, Paris, France).

Histology

Some rats that died prematurely during this study were
necropsied. A few tissues and organs (including heart,
lung, kidney, liver, spleen, skeletal muscle and brain)
were then obtained for immediate fixation in formalin.
After paraffin embedding, 4 pm-thick sections were fur-
ther stained using Hematoxylin—Eosin-Saffran routine
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protocol. Additional tissue staining (Picrosirius red and
von Kossa for Ca?*) was performed on skeletal muscle
tissues when needed. These tissue samples were observed
by a veterinary pathologist to determine the cause of
death.

Ex-vivo skeletal muscle contractility

Isometric contractile properties of the EDL muscles were
evaluated according to methods previously described
[30]. Briefly, muscles were removed from the hindlimb
of anesthetized rats and mounted in an in vitro muscle
test system (1205A model; Aurora Scientific, Aurora,
Canada). Muscles were placed between two platinum
electrodes in a muscle bath containing 100 ml of bubbled
mammalian Ringer solution at 25 °C. After a 5 min equi-
libration period, optimum muscle length was determined
by gradual muscle length adjustments and eliciting iso-
metric contractions (supramaximal square-wave pulses
of 0.2 ms duration) until the maximum twitch tension
was reached. After 5 min of rest, muscles were stimulated
at 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 Hz for 500 ms at each fre-
quency. Stimulus trains were separated by 1-min inter-
vals. Maximum isometric tetanic force was determined
from the plateau of this force frequency curve. Follow-
ing force testing, muscles were removed from the bath,
trimmed of tendons, and weighed. Muscle mass was then
be used to calculate maximum tetanic specific force in

g/g.

Dissection of native muscle fibers

For in vitro experiments, EDL muscles were removed
from the animal under deep anesthesia and were pinned
in a dissecting dish containing normal physiological solu-
tion (NPS) at room temperature (22 °C) for further dis-
section. NPS contained the following: 140 mM NaCl,
5 mM KCI, 1 mM MgCl, (all from VWR International,
Fontenay sous Bois, France), 10 mM HEPES, 10 mM glu-
cose, and 1.8 mM CaCl, (all from Sigma-Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France) at pH 7.35. Contralateral EDL
muscles of some animals were snap-frozen and stored
at — 80 °C for biochemical and molecular biology as
described below. Skeletal muscle fibers from EDL mus-
cle of the different groups of rats were dissected intact.
Small bundles of 10-15 fibers arranged in a single layer
were dissected lengthwise, tendon to tendon, with the
use of microscissors, as described elsewhere [31]. Part of
the bundles were used for Ca?>* measurements and the
remainder kept for immunofluorescence experiments.

Cytosolic Ca®* and sarcolemmal permeability to divalent
cation measurements

EDL muscle bundles were incubated in NPS containing
5 pmol/l Fura-2 AM (Molecular Probes, OR, USA) for
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1 h at room temperature, rinsed twice, and left 30 min
before use to ensure complete de-esterification. Ratio-
metric Fura-2 fluorescence measurements were made
using an integrated IonOptix (IonOptix, Amsterdam,
Netherlands) device and excitation filters of 360 and
380 nm. Emitted fluorescence (510 nm) was background
subtracted. The cytosolic Ca*" concentration ([Ca**],)
was calculated from ratiometric measurements according
to a modified method from Grynkiewicz and colleagues
(31, 32].

The manganese quenching technique was used to
determine the sarcolemmal permeability to divalent cati-
ons (SPCa). Muscle preparations were first perfused for
2 min with NPS containing 0.5 mM Mn*" as a surrogate
of Ca’* (quenching solution). Then, the quenching solu-
tion was applied to muscle fibers for 2—4 min. During the
whole quenching protocol, the fluorescence of Fura-2
excited at 360 nm was acquired at 1 Hz. The quench
rates were determined using linear regression analy-
sis of fluorescence signal and expressed as the decline
per minute of the initial fluorescence intensity. For
experiments dedicated to evaluate Pyrl0 (—N-(4-(3,5-
bis(trifluoromethyl)-1H-pyrazole-1-yl)phenyl)-4- meth-
ylbenzenesulfonamide), quench rate was first measured
in quenching solution. Muscle fibers were washed and
then incubated 10 min in NPS without Ca®** but con-
taining 3 uM of Pyr10 [33]. Quench rate was then newly
measured in previous fibers in quenching solution con-
taining 3 pM Pyr10.

TRPC1 and TRPC3 submembrane distribution analysis

by immunofluorescence

EDL muscle fiber bundles containing 5 to 10 fibers were
dissected with microscissors in skinning solution and
were immunolabelled according to a method adapted
from Liu and colleagues [34]. Briefly, muscle fiber bundles
were stretched in Sylgard 184 silicone elastomer (Sigma,
France) molded chambers designed to maintain the
muscle fibers at tension allowing to obtain a sarcomere
length close to that found in vivo (~2.5 um) during the
whole immunolabelling process. Muscle bundles were
then fixed using PBS containing 4% PFA (ThermoFisher,
Massachusetts, USA) for 1 h, then permeabilized using
2% TritonX 100 diluted in PBS for another hour under
agitation. After washing, muscle bundles were incubated
during 48 h under agitation in a PBS solution containing
goat polyclonal anti-caveoline-3 (1:50, Bio-Techne, Min-
nesota, USA) and mouse anti-ryanodine receptor (1:100,
DSHB, Iowa, USA) antibodies. Donkey serum was added
at 5% in this latter solution. After washing muscle bun-
dles were newly incubated for 48 h under agitation in a
PBS solution containing 5% of donkey serum, donkey
anti-goat Alexa Fluor 647 conjugated (1:400) and donkey
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anti-mouse cyanine-3 conjugated (1:400) (Jackson Immu-
noResearch, UK). After a new wash, muscle fibers were
newly fixed using 4% PFA PBS for 15 min. Finally, muscle
fibers were incubated in a PBS solution containing mouse
anti-TRPC1 or anti-TRPC3 antibodies Alexa Fluor 488
conjugated (1:50, Santa Cruz Biotechnology, Texas, USA)
for 48 h under agitation. After final wash, muscle prepa-
rations were mounted in ProlonGold (ThermoFisher,
Massachusettes, USA) between glass cover slip and slide.
Image Z-stacks were acquired using a Nikon confocal Al
N-SIM microscope with a Plan Apo X60 objective (Nikon
France Sas, Champigny-Marne, France).

Images of the acquired stack corresponding to the
center of muscle fibers were used for analysis. A macro
was written under Image] macro language to routinely
and semi-automatically analyze the images. Briefly, the
experimenter was asked to enter the number of the cells
to analyze in a rectangle Region Of Interest (ROI) and to
delimitate the peaks corresponding to Cav-3 labelling. A
maximum peak was then automatically calculated and
defined as sarcolemma reference position. This posi-
tion was then used to calculate into the stack, for each
channel corresponding to TRPC1 or TRPC3 labeling,
the areas of the fiber corresponding to the 5 um spaces
beneath sarcolemma and the cell center, and their corre-
sponding integrated signal density.

Relative quantification of TRPC1, TRPC3 and MD
messengers by RT-qPCR

Total RNA was extracted from pieces of EDL muscles
from the different groups of rats with QIAzol Lysis Rea-
gent (Qiagen, Germany) according to the manufacturer’s
instructions. Then, 1000 ng of total RNA was treated with
RNAse-free DNAse I (ezDNAse from ThermoFisher, Mas-
sachusetts, USA) and reverse transcribed using Super-
Script IV Vilo reverse transcriptase and random primers
(ThermoFisher, Massachusetts, USA) in a final volume
of 20 pL. qPCR analysis was then performed on cDNA
(diluted 1/40 for TRPC1 and 1/80 for TRPC3) using dif-
ferent primers designed to amplify a specific region of the
TRPC1 messenger (Forward: TTCCAAAGAGCAGAA
GGACTG and Reverse: AGGTGCCAATGAACGAGTG
according to Sabourin and collaborators [35]), the TRPC3
messenger (Forward: ACGCTTCTCACCTGACATCA
and Reverse: CTGGACAGCGACAAGTATGC) or the
MD messenger (Forward: CCAACAAAGTGCCCTACT
ACATC, Reverse: GGTTGTGCTGGTCCAGGGCGT,
and Probe: CCGAGCTGTACCAGAGCCTGGCC). As an
internal control, HPRT1 messenger was used to normal-
ize the mRNA concentration (Forward: GCGAAAGTG
GAAAAGCCAAGT, Reverse: GCCACATCAACAGGA
CTCTTGTAG, Probe: CAAAGCCTAAAAGACAGC
GGCAAGTTGAAT). Results were expressed in relative
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quantities (RQ). RQ — 2—ACt _ 2—(Ct target—Ct endogenous ce)ntml)'
For each RNA sample, the absence of DNA contamina-
tion was also confirmed by analysis of “cDNA liked sam-
ples” obtained without addition of reverse transcriptase in
the reaction mix.

rTRPC3 cDNA amplification and sequencing

PCR amplification of the coding region around the exon
9 of the TRPC3 cDNA was performed on total cDNA
from EDL of WT and DMD"% rats. PCR was performed
using LA Taq polymerase (Takara, Kusatsu, Japan) and
the primers published by Kim and collaborators [36]:
Forward: CAGTGATGTAGAGTGGAAGTTTGC,
Reverse: CTCCCTCATTCACACCTCAGC. The ampli-
fication products were loaded on a 2% agarose gel. The
amplification of the full-size cDNA of TRPC3 was per-
formed using the following primers: Forward: ACGCAG
TACGGCAACATCC, and Reverse: CATTCACACCTC
AGCGCACT. The amplification products were then
sequenced with Sanger method (Genewiz, South Plain-
field, USA).

Western blot analysis of TRPC1 and TRPC3 expression

In order to extract EDL muscle total proteins, muscles
were homogenized using TissueLyser II (Qiagen, Ger-
many) in RIPA buffer containing a protease inhibitor
cocktail (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). 50 pg of pro-
tein extracts, denatured 10 min at 70 °C with Laemmli
(Biorad, California, USA), were loaded on a 10% Tris—
Glycine Precast polyacrylamide gels (ThermoFisher,
Missouri, USA). After 2 h of migration at 100 V, and Red
Ponceau staining, membranes were blocked over-night
at 4 °C (PBS-Tween 0.1%, non-fat dry milk 5% and NP40
1%). Then, membranes were incubated 1 h at room tem-
perature with mouse anti-TRPCL antibody (1:50 000,
sc-133076; Sant Cruz Biotechnology, Texas, USA), mouse
anti-TRPC3 (1:500, sc-514670; Sant Cruz Biotechnol-
ogy, Texas, USA) or goat anti-GAPDH (1:10,000, Novus
Biologicals, Colorado, USA). After washing with PBS
Tween 0.1% membranes were incubated with second-
ary rabbit anti-mouse HRP (1:5000) or rabbit anti-goat
HRP (1:2000; Agilent Technology, California, USA). After
washing with PBS Tween 0.1%, ECL (ThermoFisher, Mas-
sachusetts, USA) was applied on membranes and films
(Amersham Hyperfilm™) were exposed to it. MD pro-
tein expression in EDL was analyzed as previously pub-
lished [11]. Relative protein expressions were calculated
by normalizing signal intensity measured using Image]
software by GAPDH signal of the corresponding lane and
the signal of an experimental sample that was loaded on
every gels (Image]). This latter allowed us the comparison
between gels.
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TRPC3 post-translational analysis

Deglycosylation analysis of the TRPC 3 protein was per-
formed using Protein Deglycosylation Mix II kit (New
England Biolabs, Ipswich, USA). Briefly, 40 pg of total
protein extract were diluted in water. Then, 2 uL of
Deglycosylation Mix Buffer 2 were added to the proteins
and the mix was incubated at 75 °C for 10 min. Next, 2 uL
of the enzyme Protein Deglycosylation Mix II were added
to the proteins, followed by incubations 30 min at room
temperature and 1 h at 37 °C. Positive control (Fetuin)
was provided in the kit. The results were analyzed by
western blot as described previously. Dephosphoryla-
tion analysis of the TRPC3 protein was performed using
Fast AP Thermosensitive Alkaline Phosphatase kit (Ther-
moFisher, Massachusetts, USA). The reaction was per-
formed on 30 pg of total protein extract diluted in water.
Briefly, a mix of 8 pL of 10X FastAP buffer and 60 pL of
FastAP Phosphatase were added to proteins. The reaction
mix was incubated 1 h at 37 °C. The proteins were then
concentrated by adding 320 uL of acetone to the reaction
mix, followed by an overnight incubation at — 20 °C, and
a centrifugation at 13,000 rpm during 15 min at 4 °C. The
pellet was then resuspended in water, and analyzed by
western blot as described above.

In order to accurately calculate the apparent molecular
weight (AMW) and allows comparison between lanes a
dedicated macro was built under Image] and dedicated
for selected western blots. In each gel four experimen-
tal samples were flanled by two ladder samples to allow
robust size determination and limit separation artefacts.
The Image] macro was designed to automatically deter-
mine the relation between distance of migration and lad-
der sizes surrounding the size of interest according to a
Botlzmann curve fit. The parameters of the Boltzmann
equation were then used to calculate the AMW protein
of interest starting from distance migration.

rAAV-MD injection in DMD™ rats

Murine-specific cDNA sequences of optimized MD ver-
sion 1 have been previously described [37, 38]. This MD
¢DNA is deleted of spectrin-like repeat domain 4-23 and
CT domain (exons 71-78) and contains the last three
amino acids of exon 79 of dystrophin followed by three
stop codons [37]. MD ¢DNA sequence was subcloned
into a pAAV plasmid that contained the 323 bp muscle-
synthetic Spc5.12 promoter [39], a synthetic polyadenyla-
tion signal of 49 bp obtained from the pCl-neo plasmid
(Promega, Madison, WI), and two flanking inverted ter-
minal repeat (ITR) sequences of 130 pb from AAV sero-
type 2. The size of the resulting MD expression cassette
(including Spc5.12 promoter, pCI-Neo polyA, and ITRs)
was 4538 bp. Recombinant pseudo typed AAV2/9-MD
vectors were produced by the Vector Core of the UMR
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1089 (CPV, INSERM and University of Nantes) by tran-
sient transfection of HEK293 cells followed by purifica-
tion on cesium chloride density gradients. Final vectors
were concentrated and formulated in Dulbecco’s phos-
phate-buffered saline (DPBS, Fisher Scientific, Illkirsch,
France), sterile filtered, aliquoted and frozen at < — 70 °C.
Vector genome titers (vg/mL) were determined using a
qPCR assay specific for ITR264 [40].

Prior to injection, the rAAV vectors were diluted in
Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS) vehicle
solution to obtain a fixed total volume corresponding
to 15 mL of perfusate per kg of animal. Injections were
performed without anesthesia but under analgesic pre-
medication, performed at least 30 min before injection
by subcutaneous injection of buprenorphine at 0.04 mg/
kg. Vector or its vehicle was administered at the age of
1 month by the intravenous route in a tail vein at a fixed
flow rate of 0.5 mL/min. Animals were sacrificed after
3 months of follow-up.

Diaphragm ultrasonography in vivo

The technique was adapted from Whitehead and col-
leagues [41]. Briefly, ultrasonography was performed
using a Vivid 7 ultrasound unit (GE Healthcare, Velizy
Villacoublay, France) associated to a 14 MHz MI12L
probe. First, animals received a subcutaneous injection
of buprenorphine, after 30 min rats were anesthetized
by intraperitoneal injection with etomidate (16 mg/
kg, Hypnomidate, Janssen-Cilag, Issy Les Moulineaux,
France), the hair on the chest and abdomen was removed
using hair-removal cream. Once anaesthetized, the rat
was placed supine on the imaging platform and the four
limbs. The platform was pre-heated to maintain the core
body temperature at 37 °C, which was monitored with a
temperature-sensitive rectal probe. Ultrasound gel was
applied to the area overlying the diaphragm and liver.
The probe was manually positioned 120° relative to the
rat platform. The probe was placed along the transverse
mid-sternal axis of the rat, in order to locate the dia-
phragm on both sides of the body. According to White-
head and colleagues in the mouse the liver and portal
vessels were used as landmarks [41]. M-mode was used
to measure the diaphragm movement during normal
breathing cycles. The M-mode image window was posi-
tioned on the left side of the sternum, over a flat region
of diaphragm. Images were then recorded during at least
15 breathing cycles. In order to avoid experimenter and
probe positioning artifacts, the probe was removed and
replaced 2 times to allow acquisition of 3 records. A
semi-automatic analysis method was then applied to
measure the amplitude of the diaphragm movement dur-
ing each inspiration. Each recorded image was filtered
using Image] (Gaussian Blur>Threshold >Find Edges)
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and transformed in (x, y) calibrated curves using GetData
Graph Digitizer 2.26. A macro was built under Image] to
automatically calculate the amplitude of diaphragm con-
traction (the difference in mm between baseline and the
peak of the contraction) of 5 consecutive cycles.

Statistics

All statistical analyses were performed using XLStat soft-
ware (Addinsoft, Paris, France). P-values < 0.05 were con-
sidered statistically significant. The statistical tests were
specified in the text and were choose depending on data
number in each group and the number of groups to be
tested for a given parameter.

Results

Malignant hyperthermia episode

At the beginning of this study, some few DMD™ rats
were anesthetized using a halogenated agent (isoflurane)
in order to obtain control blood samples. Unexpectedly,
3 out of 16 rats died during the course of anesthesia.
These rats were necropsied and main organs and tissues
were analyzed by a pathologist to determine the cause
of death. All these rats typically exhibited similar myo-
pathic lesions typical of the model [27]. These lesions
included isolated hyalin fibers, small clusters of degen-
erative fibers associated with muscle fiber regeneration
foci, centro-nucleated fibers and anisocytosis with a
few inflammatory cells in a slightly increased endomy-
sial space corresponding to mild fibrosis. In addition to
these classical DMD lesions, these rats displayed (1) large
clusters of round hypereosinophilic fibers (hypercon-
tracted fibers) corresponding globally to half of the total
number of fibers. Some of them displayed fragmented
cytoplasm and/or hyperchromatic condensed or frag-
mented nucleus indicative of necrosis (severe rhabdo-
myolysis), (2) huge optically empty space between fibers
corresponding to massive edema. Using Picrosirius and
von Kossa stainings, both specific for Ca’t, an increased
concentration of Ca®* was identified in hypercontracted
fibers (Fig. 1). The association of these lesions are typical
of malignant hyperthermia (MH) or MH-like reaction.
This syndrome is responsible for the immediate death
of the animal notably due to neuronal death associated
to severe hyperthermia, as evidenced in some of these
animals in which brain tissue conservation was good.
Interestingly, similar findings were observed in 5 rats of
another study that were found dead during or immedi-
ately after an experiment requiring long-lasting posture
constraint. As developed in the discussion, these MH
events were first clues indicating muscle Ca*™ homeosta-
sis alterations in the DMD™* rats.
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Fig. 1 Histopathological evaluation of skeletal muscles from DMD™ rats deceased following malignant hyperthermia syndrome. After specific
staining for calcium (left panel: alizarin red and right panel: von Kossa), we observed differences of dye affinity between normal fibers and round
hypercontracted fibers that highlighted disruption of calcium concentrations between intracellular and extracellular compartments. Note the
severe endomysial edema typical of hyperthermia syndrome. Bar=100 um

Ca?* homeostasis is dysregulated in DMD™® EDL muscles

From the age of 1.5 to 7 months, resting [Ca®*]. and
SPCa were determined in each single fura-2-loaded fiber
constituting the bundles dissected from the EDL mus-
cles of WT and DMD™? rats. During this period, rest-
ing [Ca®"], levels showed slight but significant increase in
WT EDL muscle fibers (Fig. 2A). A similar increase was
observed in DMD"® muscles, but at each time-point the
mean [Ca’*], was~20 to 30% significantly higher than
in WT muscle fibers. In the same muscle bundles, we
used the Mn?" quenching technique in order to deter-
mine whether resting [Ca2+]C rise was associated with an
increase in the sarcolemmal permeability to Ca’* (SPCa).

In contrast with [Ca®*],, SPCa progressively and signifi-
cantly decreased in muscle fibers from WT rats from 1.5
to 7 months of age (Fig. 2B). Age-dependent decrease of
SPCa was also observed in DMD"® muscle fibers but
the mean values were always significantly higher in dys-
trophic fibers than in age-matched WT controls. This dif-
ference was particularly high at 1.5 months of age (~ 50%)
and progressively decreased to reach ~35% at 7 months.
In order to assess whether the elevation of [Ca**"]_ and
SPCa in DMD™% EDL were associated with changes in
TRPC1 and/or TRPC3 expression we conducted a series
of experiments to measure mRNA and protein levels of
the two channels.

A Resting [Ca?*]. B SPCa
140 - 12 + *
*$
120 4 - E 10 4
$ =
= 100 * * §°
° * =2 SR L
£ 80 1 $ $ . WT o
= S 41 *$
L 60 -
% CJompms < N s $
A < $
40 4 [
g
20 4 3 | 3 3 o 3 21 - = -
3 Hl 2 g HIE 3 N 2
0 - 04
1.5months 3.0months 4.5months 7.0 months 1.5months 3.0months 4.5months 7.0 months
Fig. 2 Evolution of resting calcium homeostasis in EDL muscle fibers from WT and DMD™ rats during post-natal development. A Resting
cytosolic calcium concentration ([Ca?*],) B Resting sarcolemmal permeability to calcium (SPCa). [Ca®*]. and SPCa were measured in Fura2 loaded
single fibers from mechanically isolated bundles of EDL muscles in WT and DMD™ rats of 1.5 to 7.0 months of age. SPCa was measured using
the manganese quenching of Fura2 technique. Each bar corresponds to mean value &= SEM measured in n single fibers from N animals (n/N are
indicated at the bottom the bars). *: significantly different from mean value measured in age-matched WT animals. $: significantly different from
mean value measured in animals from the same genotype of 1.5 months of age. P <0.05, Two-way ANOVA and Fisher-LSD post-hoc test for pairwise
comparisons
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Expression of TRPC1 and TRPC3 channels are modified

over the course of the DMD pathology in DMD™ rats

Muscle homogenates from WT and DMD"% rats of
1.5-7 months of age were analyzed by RT-qPCR and
western blot (Fig. 3). In WT rats, TRPC1 mRNA expres-
sion level was stable all over ages tested (Fig. 3A). TRPC1
protein expression level was heterogeneous among
ages with a tendency at overexpression at 1.5 months
of age, but without statistical significance (Fig. 3C).
Similar results were obtained for DMD™% rats except
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at 7 months of age, where TRPC1 mRNA and pro-
tein expression levels were significantly higher than in
WT controls (Fig. 3A-C). Results were quite differ-
ent for TRPC3 (Fig. 3B-D). In WT EDL muscles, both
mRNA and protein expression levels were the highest
at 1.5 months of age and significantly decreased there-
after to reach a steady-state level at 3 months of age. In
DMD"% EDL muscles, TRPC3 mRNA expression levels
were significantly lower to that of W'T ones at 1.5 months
of age. From 3 to 7 months of age, TRPC3 mRNA
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Fig. 3 Evolution of TRPC1 and TRPC3 mRNA and protein expression levels in EDL muscles from WT and DMD™® rats during post-natal
development. A and B Relative levels of TRPC1 and TRPC3 mRNAs expression in EDL muscle extracts from WT and DMD™% rats of 1.5 to 7 months
of age. Results were normalized to HPRT1 mRNA expression. C and D Relative levels of protein expression of TRPC1 and TRPC3 in EDL muscle
homogenates from WT and DMD™ rats of 1.5-7 months of age. Representative films exposed to immunoblots are reported below histograms
(obtained for muscle extracts from 6 WT and 6 DMD™® rats of 1.5 months of age). A-D Each bar represents mean value + SEM calculated for N
animals (N indicated at the bottom of the corresponding bar). For each age and genotype, immunoblots were realized in a minimum of 3 replicates.
*: significantly different from mean value measured in age-matched WT animals. $: significantly different from mean value measured in animals
from the same genotype of 1.5 months of age. P < 0.05, Kruskal-Wallis and bilateral Conover-Iman post-hoc test
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expression level was stable and similar to that measured
in WT animals. In contrast to mRNA, TRPC3 protein
expression level was ~ twofold higher in DMD™% than in
WT rats at 1.5 months of age (Fig. 3D). Although TRPC3
protein expression decreased with age in both DMD™%
and WT rats, it always remained ~ twofold higher in dys-
trophic animals. It is notable that TRPC translocation
from intracellular membrane compartments (e.g., sar-
coplasmic reticulum) to the sarcolemma could lead to
an increase in SPCa. This prompted us to examine the
TRPC subcellular localization in muscle.

Subcellular localization of TRPC1 and TRPC3

is not modified in DMD™ muscles

We investigated the subcellular localization of TRPC1
and TRPC3 proteins in WT and DMD™* muscle fib-
ers by immunofluorescence and confocal microscopy to
determine the proportion of TRPC channels expressed
at the peripheral sarcolemma compared to the center of
the cells. Caveoline-3 (Cav-3) and the Ryanodine Recep-
tors (RyR) were used as sarcolemma and sarcoplasmic
reticulum markers, respectively (Fig. 4A, B). Despite a
heterogeneous and partly punctiform location, TRPC1
was mostly observed at the peripheral sarcolemma where
it seemed to colocalize with Cav-3 (Fig. 4A). Similar
sarcolemmal location was seen for TRPC3 with a more
homogeneous labelling (Fig. 4B). In the center of the
cells, the immunofluorescence signals for both chan-
nels appeared in a typical striated pattern. Comparison
of Cav-3 and RyR immunolabeling to that of TRPC1 and
TRPC3 did not allow us to clearly determine the cellular
membrane compartments where TRPCs were expressed.
This may be due to the high entanglement of t-tubules
and sarcoplasmic reticulum (SR) terminal cisternae that
form highly specialized ultrastructure in muscle fiber
cells, called triads [42]. In order to further analyze the
potential difference in location between WT and DMD-
mdx muscle fibers, the density signal ratios of TRPC1
and TRPC3 between the peripheral sarcolemma and the
center of the cells were calculated (Fig. 4C, D, see “Mate-
rial and methods” section for details). No significant dif-
ference was observed between dystrophic and healthy
muscle fibers. Considering the late expression alteration
of TRPCI and the earliest one for TRPC3, and that no
significant change in location change is observed for the
two channels, we focused our attention on TRPC3.

Post-translational TRPC3 modification changes in DMD™®
rat skeletal muscle

TRPC3 protein expression was increased in DMD-
mds muscles whereas the mRNA expression level was
rather decreased as compared to WT. This apparent dis-
crepancy may rely on post-translational modifications
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altering TRPC3 protein turn-over. As shown in Fig. 5A,
we observed a slight but reliable increase in the appar-
ent molecular weight (AMW) of TRPC3 bands revealed
on the western blot for DMD™% rats. This was observed
at the four ages tested (data not shown). We performed
additional western blots specifically designed to measure
the AMW. Two consecutive lanes containing WT and
DMD™¥ EDL muscle homogenates were surrounded
by lanes in which a pre-stained protein standard was
loaded. After blotting and revelation the AMW of the
bands was determined using scanned blots and a home-
made Image] macro. As shown in Fig. 5C, we found that
TRPC3 AMW was ~ 2 kDa higher in DMD" EDL mus-
cles than in WT control muscles. This may be the result
of different mRNA transcript variants generated by alter-
native splicing, or of post-transcriptional modifications.
Interestingly, Kim and colleagues reported the alterna-
tive splicing of the TRPC3 mRNA exon 9 in the brain
of mice, rats, and guinea pigs [36]. They showed that
the resulting protein was around 3 kDa smaller than the
full-length protein. We compared the size of the ampli-
cons corresponding to a region surrounding TRPC3 exon
9 by RT-PCR (Fig. 5D). There was no significant differ-
ence between the amplicons of the two genotypes. We
also amplified and sequenced the whole TRPC3 cDNA
obtained from EDL, and saw no difference between
DMD™ and WT rats (data not shown), suggesting that
no differential splicing of the TRPC3 mRNA occurs in
DMD™ rats. Beside mRNA alternative splicing TRPC3
AMW differences between WT and DMD"% rats may
be due to post-transcriptional modifications. It has
been reported that TRPC3 presents one N-glycosylation
and several phosphorylation sites [43]. After enzymatic
N-deglycosylation treatment, no significant change in
TRPC3 AMW was observed in EDL muscle homogenates
from DMD" rats, However, in these conditions, TRPC3
AMW in WT rats was shifted towards higher molecular
weight values, such thta the difference in TRPC3 AMW
between the two genotypes was no longer observed
(Fig. 5B). We also assessed the possibility that TRPC3
may be differentially phosphorylated in WT and DMD-
mdx muscles. As the experimental kit we used needed
high protein concentration, we used the acetone method
to concentrate our muscle homogenate. This treatment
led to a similar TRPC3 shift in WT muscle homogenates
as observed after deglycosylation treatment. The dephos-
phorylation treatment per se did not further modified
TRPC3 AMW (Fig. 5B).

SPCa inhibition by Pyr10, a TRPC3 specific inhibitor

In order to further assess the possibility that TRPC3
was involved in the SPCa increased in the DMD-
md% EDL muscle fibers, Pyrl0, a specific inhibitor of
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Fig.4 Subcellular localization of TRPC1 and TRPC3 protein expression in EDL muscle fibers from WT and DMD™ rats. A and B Confocal images
acquired in longitudinal axis and at the largest diameter of EDL muscle fibers from WT and DMD™® rats of 4.5 months of age. Fibers were fixed,
permeabilized and co-labeled by immunofluorescence to highlight TRPC1 or TRPC3 protein expression and compare it to RyR and Cav-3 ones. A
and B are montages of pictures cropped from original images acquired using a X60 objective. Scale bar are reported in white and corresponds to

14 um. Cand D TRPC1 and TRPC3, respectively, sub-peripheral sarcolemma area (peripheral sarcolemma labeled using Cav-3 antibodies and 5 um
beneath area) to fiber center (the rest of the intracellular area) density signal ratio. Each bar represents mean & SEM value of density ratios measured
in n muscle EDL muscle fibers and N animals (n/N are noted at the bottom of each bar). Potential significant differences were evaluated using

the channel was applied during SPCa measurements
(Fig. 5D). For both WT and DMD"® application of
NPS containing 3 puM of Pyrl0 led to a significant
inhibition of SPCa. This was more pronounced in
dystrophic fibers though the residual mean SPCa val-
ues measured in WT and DMD™®* EDL muscle fibers
were not significantly different.

rAAV microdystrophin gene transfer leads to benefits

in Ca®* alterations, TRPC3 expression and skeletal muscle
force

One main objective of the present study was to deter-
mine whether TRPC3 could be a therapeutic target to
sustain rAAV-MD treatment. In order to assess this
hypothesis a series of experiments was conducted in
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Fig.5 TRPC3 apparent molecular weight (AMW) and Pyr10-induced SPCa inhibition change between WT and DMD™ rats in EDL muscle. A
Immunoblot of TRPC3 of EDL muscle homogenates from 4 different rats (2 WT: WT-1 and WT-2 and 2 DMD™®: DMD™¥-1 and DMD™%-2) of

4.5 months of age. WT and DMD™ homogenates were alternated in the different lanes to underline the difference in AMW. B Relation between
glycosylation and phosphorylation status and AMW. Immunoblots of TRPC3 of EDL muscle from the same DMD™ and WT rats in Control
conditions (Control) or after deglycosylation (Deglyco), acetone treatment only (Acetone) and, acetone treatment and dephosphorylation
(Dephospho). € AMW of TRPC3 measured in immunoblots for EDL muscle homogenates from 4 WT and 4 DMD™ rats. Measures were made for
at least two replicates for each rat. Bars represent mean £ values. *: significantly different from WT value, Mann-Whitney test, P < 0.05. D Agarose
gel electrophoresis showing RT-PCR amplicons corresponding to the exon 8 to exon 10 of TRPC3 mRNA from EDL muscles of WT and DMD™ rats,
and pld as a plasmid expressing the full-length rat TRPC3 mRNA isoform. bp: size in base pairs. E: Pyr10-induced SPCa inhibition expressed as fold
change of the mean value of SPCa measured in control conditions in WT EDL muscle fibers, Bars represent mean + values of SPCa measured in n
EDL muscle fibers from N'WT and DMD™® rats aged of 4.5 months (n/N are indicated under brackets) before (filled bars) and after (empty bars)
application of Pyr10 compound. *: significantly different from WT value measured in the same conditions, Two-way ANOVA and Fisher post-hoc test,
P <0.05. $: significantly different from mean SPCa value measured in control conditions in the same genotype, Paired Student’s t-test, P<0.05

4 months old DMD™® rats that received systemic IV
injections of a therapeutic dose of rAAV2/9-MD (3E13
vg/kg; MD-DMD™%) at 1 month of age. Results obtained
were compared to age-matched WT (Vehicle-WT) and
DMD™ (Vehicle-DMD"%) littermate rats treated in the
same conditions conditions though injected with vector
formulation buffer (vehicle). As previously observed in
untreated animals, when compared to Vehicle-W'T, EDL
muscle of Vehicle-DMD"® rats exhibited fibers with
higher resting [Ca**]_ and SPCa, similar TRPC3 mRNA
level and higher TRPC3 protein expression (Fig. 6B, C).
In EDL and diaphragm muscles endogenous dystrophin
was detected by western blot in Vehicle-W T rats but not

in Vehicle-DMD™® nor MD-DMD™ animals (Fig. 6A).
As expected, MD protein was highly expressed in EDL
and diaphragm muscles of MD-DMD™% rats 3 months
after rAAV2/9-MD injection (Fig. 6A). MD expression
in EDL muscle was associated with a significant pres-
ervation of [Ca’"]_ and SPCa at the fiber level (Fig. 6B,
C). Nevertheless, MD-associated preservation of Ca*t
homeostasis was only partial and the [Ca*"], and SPCa
mean values were still significantly higher in MD-DAMD-
mdx EDLs compared to Vehicle-WT controls. We next
assessed the impact of rAAV-MD injection on skeletal
muscle function in vivo Diaphragm contraction ampli-
tude was measured by ultrasound in the three groups of
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Fig.6 Alterations of calcium homeostasis, TRCP3 mRNA and protein expression levels, and skeletal muscle contraction before and after AAV2/9-MD
treatment in DMD™ rats. A Typical immunoblot labeled to reveal WT dystrophin (Dyst), MD, TRPC3 and GAPDH in EDL and diaphragm (Dia)
muscle homogenates obtained from Vehicle-WT, Vehicle-DMD™ and MD-DMD™ rats. B Resting cytosolic calcium concentration ([Ca“’]c) and
C Resting sarcolemmal permeability to calcium (SPCa). [Ca’*]. and SPCa were measured in Fura2 loaded single fibers from mechanically isolated
bundles of EDL muscles in vehicle-treated WT and DMD™® rats, and AAV2/9-MD treated DMD™ rats (MD-DMD™). Bars represent mean = SEM
values of [Ca’*]. and SPCa in n EDL muscle fibers from N animals (n/N are indicated at the bottom of the bars). *: significantly different from mean
value measured in WT muscle fibers; $: significantly different from mean value measured in Vehicle-DMD™ muscle fibers; One-way ANOVA and
Fisher LSD post-hoc test, P < 0.05. D Maximal diaphragm contraction amplitude measured in vivo by echography. E: Whole muscle maximal tetanic
tension measured in vitro in EDL from Vehicle-WT, Vehicle-DMD™ and MD-DMD™ rats. F and G Expression of TRPC3 mRNAs and proteins,
measured by RTg-PCR and western blot, respectively, in EDL muscle extracts from Vehicle-WT, Vehicle-DMD™® and MD-DMD™ rats. D-G bars
represent = SEM values measured in N animals (N are noted at the bottom of the bars). *: significantly different from mean value measured in
WT muscle; $: significantly different from mean value measured in Vehicle-DMD™ muscles; Kruskal-Wallis test and Conover-Iman post-hoc test,
P<0.05

rats prior to sacrifice, together with in vitro EDL maxi-
mal isometric tension (Fig. 6D, E). When compared to
Vehicle-WT counterparts, a significant decrease of dia-
phragm contraction amplitude and EDL maximal iso-
metric tension were observed in Vehicle-DMD"® rats.
In MD-DMD"# rats, diaphragm contraction amplitude
was significantly preserved as compared to Vehicle-
DMD™ animals, although it was still lower than that of
Vehicle-WT rats (Fig. 6D). We confirmed by western blot
that the diaphragm contraction amplitude preservation
was associated with a significant MD expression in MD-
DMD™* ratg (Fig. 6A). Similar results were observed for
EDL maximal isometric tension (Fig. 6E). Both param-
eters were significantly decreased in Vehicle-DMD"®

rats compared to Vehicle-WT controls, and this was par-
tially corrected by MD gene therapy (Fig. 6D, E). In paral-
lel, the increase in TRPC3 protein levels was also partly
prevented in MD-DMD™ EDL, without a significant
change in TRPC3 mRNA (Fig. 6F, G).

Discussion

The main aims of the present study were to assess the
involvement of TRPC1 and TRPC3 channels in the DMD
pathogenesis by participating in the Ca®" homeosta-
sis alterations taking place in the skeletal muscles. The
experiments were conducted during the post-natal devel-
opment of the DMD™ rat, an animal model that closely
reproduces the human DMD disease with, in particular, a
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progressive and severe skeletal muscle necrosis and fibro-
sis, with significant reduction in muscle strength, and a
decrease in spontaneous motor activity [27]. Considering
that the rAAV-MD based treatments of DMD are cur-
rently promising but would rather lead to a milder BMD-
like muscular dystrophy, we evaluated the potential of
TRPC1 and TRPC3 to represent alternative or comple-
mentary therapeutic targets to rAAV-MD based treat-
ments of DMD.

The DMD™ rat model exhibits skeletal muscle calcium
homeostasis alterations

Most of the pathogenesis and the preclinical studies con-
cerning DMD were carried out in the mdx mouse. This
animal model presents a much milder muscular dys-
trophic phenotype than human DMD patients [28]. This
could be part of the reason for the poor translation of the
findings achieved with these animals and this is why the
DMD™® rat was generated [27]. The milder phenotype
of the mdx mouse model probably depends on scale and
cell proliferation differences allowing a better compensa-
tion of muscle fibers necrosis [44]. On the other hand,
the cascade of cellular events induced by the lack of dys-
trophin expression leading to muscle fiber necrosis likely
follows a similar scheme in mdx mice and DMD patients.
In particular, Ca*" alterations have been reported to be
very early events in the DMD pathology. Calcium over-
load has been reported in muscle fibers of DMD boy
fetus, measured in not fully differentiated human DMD
myotubes and observed in the mdx mouse [16, 17, 31].
The mechanisms leading to a Ca>" overload have been
mostly deciphered in the mdx mouse due to the difficulty
to work with fully differentiated living human cells. It has
been shown that intracellular Ca*" overload is mainly
related to an increase of the SPCa through the accumu-
lation of Ca’t permeable ion channels [18]. One of the
first aims of the present study was thus to assess whether
the dystrophic phenotype of the DMD"# was associ-
ated with [Ca**]_ and SPCa increases in skeletal muscle
fibers. From 1.5 to 7 months of age, WT rats undergo
puberty and reach adulthood [29]. Within this time win-
dow, we found that, in WT fast twitch muscle cells, the
[Ca? ﬂc and SPCa values were not fixed and varied over
time. The progressive increase of [Ca?*]_ and the paral-
lel decrease of SPCa in WT EDL muscle fibers sustain
the important role of Ca’>" homeostasis in EDL muscle
fibers during post-natal development. One may be sur-
prised by the apparent lack of correlation between the
two processes. Nevertheless, SPCa is solely related to
Ca’" influx trough Ca®" permeable channels whereas
[Ca’"], is the snapshot of an equilibrium that depends
not only on SPCa but also on numerous other processes,
such as the balance between SR Ca’" leaks and SR Ca*"
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re-uptake, mitochondria or Ca®*-pumps and Na®t/Ca*"
exchanger at the sarcolemma [45). Interestingly, DMD™%
rat model can experience MH-like episodes upon iso-
flurane-induced anesthesia that has forced us to further
adapt anesthesia protocols when using this animal model.
Similar MH-like episodes were also observed in some
animals that were submitted to a long-lasting posture
constraint, which was a source of stress for the animals.
MH is a pharmacogenetic disorder that manifests as a
hypermetabolic cascade initiated at the skeletal muscle
cell mainly on exposure to halogenated anesthetics, like
isoflurane [46]. Numerous MH like episodes have been
reported in human patients after exposure to inhaled hal-
ogenated anesthetics including isoflurane, halothane, and
sevoflurane [24], but that can be also triggered by stress.
MH is mainly due to mutations in RYR1 and CACNAI1S
genes, that code for crucial Ca* channels, the ryanodine
receptor from the sarcoplasmic reticulum and the Ca*"
voltage-gated channel subunit alphalS located at the sar-
colemma, respectively. No mutation in those genes have
been reported in DMD patients exhibiting MH-like syn-
drome and although the underlying mechanisms are still
not clear they likely depend on Ca** handling alterations
[24]. MH-like events observed in the DMD"* rats were
thus clues sustaining a Ca®" homeostasis alteration in
DMD"™* skeletal muscle fibers. In order to further assess
this hypothesis, we compared [Ca*"]_ and SPCa of EDL
muscle fibers from the DMD™ rats to that of the WT
ones. As early as 1.5 months of age, both characteristics
were significantly higher in the DMD"% rats. In particu-
lar, the SPCa was found to be around the value of WT in
DMD™ rat muscle fibers. From 1.5 to 7 months of age,
[Ca’*], and SPCa progressively decreased in dystrophic
muscle fibers as observed in WT muscle fibers, but were
always higher in the DMD"% cells. These results demon-
strated that in DMD™ rat skeletal muscle fibers Ca®"
homeostasis is altered with a higher Ca>* influx trough
the sarcolemma and intracellular Ca*" overload.

An increase in the TRPC3 protein accompanies early
alterations in calcium homeostasis, while the TRPC1
channel exhibited late overexpression

One of the main objectives of the present work was to
determine whether TRPC1 and TRPC3 channels could
represent alternative or complementary therapeutic tar-
gets to rAAV-MD based treatments of DMD. TRPC1
protein expression was increased after 7 months of age
in the dystrophic rats, when animals already exhibit a
marked phenotype [27]. On the other hand, as early as
1.5 months of age, when the dystrophic phenotype is
milder, DMD™® rat muscle TRPC3 protein expression
was already twofold higher than in WT rats. Interest-
ingly, in both genotypes TRPC3 protein level decreased
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and stabilized between 3 and 7 months of age. During
this period of age, the expression of TRPC3 was still
around twofold higher in dystrophic rats than in healthy
ones. These results showed, firstly that TRPC3 plays an
important role in the post-natal development of the rat
EDL muscle, and secondly that TRPC3 is involved in
the SPCa increase we observed in EDL muscle fibers
from the DMD™ rat model. This is reinforced by the
very similar evolution of the SPCa and TRPC3 protein
expression in WT and DMD™® rats aged between 1.5
and 7 months. It is well documented that trafficking is
a critical mode by which plasma membrane localization
and surface expression of TRPC channels are regulated
[47]. Thus, beside expression modification, involvement
of TRPCs in SPCa increase may depend on TRPCs sub-
cellular translocations from intracellular compartments.
However, conflicting results have been obtained con-
cerning the subcellular localization of TRPCs in striated
muscles [48, 49]. Moreover, in striated muscle cells the
plasma membrane is not restricted to the periphery but
also forms intracellular invaginations called T-tubules.
Therefore, in immunofluorescent confocal images, a
channel revealed solely in the center of the cell could be
expressed in the T-tubule walls and be directly involved
in ion influx. In the present study, we focused our analy-
sis on the comparison between WT and DMD"% mus-
cle fibers. The objective was to determine if there was a
difference between the 2 genotypes in the proportion of
TRPC channels expressed at the level of the peripheral
sarcolemma compared to the center of the cells. But we
did not find any subcellular localization differences of
TRPC1 nor TRPC3 between dystrophic and healthy EDL
muscle fibers.

SPCa increase is mainly related to TRPC3 channel activity

in muscle fibers lacking dystrophin expression

Thus, SPCa increase may not be due to translocation of
TRPC3 from intracellular vesicles to sarcolemma, but
rather relies mainly on TRPC3 protein level and/or activ-
ity increases. The involvement of TRPC3 in SPCa was
reinforced by the inhibition of divalent cation entrance
by the specific inhibitor Pyr10 [33]. Although SPCa was
more than twofold higher in dystrophic muscle fibers
as compared to WT ones at 4 months of age, a similar
SPCa proportion was inhibited in both genotypes. This
indicated that the main part of SPCa increase in DMD-
md% rat muscle fibers was related to TRPC3. This leads
us to propose that TRPC3 channels are involved in the
pathogeneic process itself. This is reinforced by the
noteworthy work published by Millay and colleagues in
2009, showing that overexpression of TRPC3 specifically
in skeletal muscle induced muscular dystrophy in WT
mouse [50]. Therefore, inhibition of TRPC3 activity and/
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or expression could minimize the dystrophic process in
DMD.

TRPC3 protein increase in DMD™ rat muscles likely relies
on post-translational mechanisms
One striking result of the present study was that TRPC3
protein expression increased in DMD"® rat skeletal
muscles whereas the level of the mRNA coding for this
channel decreased, particularly at 1.5 months of age.
Although further experiments are needed to clarify this
apparent discrepancy, it may be explained by 2 main but
nonexclusive hypotheses: (1) the expression of differ-
ent isoforms that may be detected at the protein level
but not at the mRNA level, and (2) the existence of post-
translational protein changes that may modify TRPC3
turn-over. Importantly, the primers we used for RT-
qPCR analysis were designed to amplify part of exon 2
of the TRPC3 mRNA from rat. This part of the unspliced
TRPC3 mRNA is fully retrieved in predicted and isolated
TRPC3 mRNA isoforms that have been reported up to
now [36, 51, 52]. Similarly, the monoclonal antibody that
was used in our study is directed to a peptide constituted
of the first hundred amino acids in the N-terminal of the
human TRPC3 protein. This part of the protein is highly
conserved between humans and rats whatever the splic-
ing of the coding mRNA. It is therefore likely that in the
present study all the TRPC3 isoforms were measured,
at both the mRNA and the protein levels. Our results
clearly demonstrated that the DMD”* TRPC3 apparent
MW (AMW) was 2 kDa higher than the WT one. This
difference of AMW may be due to the expression of dif-
ferent TRPC3 isoforms. In the cerebellum from humans,
guinea pigs, mice and rats, the team of Gary D Housley
identified a short isoform of TRPC3 (TRPC3c), resulting
from alternative splicing of exon 9 [36, 51]. They showed
that TRPC3c mRNA was predominant in the cerebellum
of these species as compared to the full TRPC3 mRNA
(TRPC3b). Interestingly, recombinant TRPC3c and
TRPC3b proteins expressed in HEK293 cells exhibited
AMWs that were different about 3 to 4 kDa, a difference
value of apparent AMW that is very closed to that we
measured herein between DMD™ and WT. However,
gel electrophoresis of the amplicon corresponding to
the 8-10 exons showed that TRPC3 mRNA transcripts
from DMD"* and WT rat muscles both conserved the
exon 9. Thus, the difference in AMW of TRPC3 in DMD-
md% and WT muscles did not depend on exon 9 splicing.
Moreover, we saw no difference between EDL TRPC3
whole cDNA DMD™® and WT rats, suggesting that the
variation in AMW was not related to differential TRPC3
mRNA splicing.

Post-translational modifications, such glycosyla-
tion and phosphorylation, may influence the stability of
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proteins as well as their western blot AMW. One N-gly-
cosylation site and several phosphorylation sites have
been identified in TRPC3 protein [43]. Such modifica-
tions may influence TRPC3 stability, but they rather
seem to regulate the channel basal activity [43]. Although
further experiments are needed, the results obtained in
the present study suggest that TRPC3 is N-glycosylated
in healthy muscle rat fibers and un-glycosylated in the
DMD™® ones. The higher AMW observed after the
deglycosylation may be surprising at first glance, since
one may expect a decrease in protein weight. Neverthe-
less, western blot protein separation not only depends on
the protein size but also on its conformation. Indeed, it
has been previously reported that adding N-glycosylation
may induce a decrease in the AMW of a protein despite
an increased molecular weight [53]. As TRPC3 unglyco-
sylation has been reported to increase channel activity
[54]. This supports the increased expression of TRPC3
and the subsequent dysregulations of Ca?" homeostasis
in EDL muscle fibers lacking dystrophin expression.

rAAV-based MD only partially prevents Ca** homeostasis
alterations, skeletal muscle force and TRPC3 protein
increase

One key objective of the present study was to determine
whether TRPC3 could be a therapeutic target for a com-
plementary DMD treatment to rAAV-based MD ther-
apy. In such a case, the incomplete correction of TRPC3
expression and activity by the rAAV-based MD therapy is
a necessary condition to observe additive benefits. Gene
transfer therapy based on rAAV-MD systemic deliv-
ery is a promising approach and clinical trials using this
strategy are ongoing [12]. The MD transgene we used in
the present study is very closely related to those used in
the three ongoing clinical trials. For instance, both MD
and the Sarepta micro-dystrophin transgenes contain
N-terminus for binding to F-actin; spectrin repeats 1-3
and 24; hinges 1, 2, and 4; and the cysteine-rich domain
[12]. Both transgenes use skeletal muscle specific pro-
motors, and systemic injections of rAAV2/9.5P5.12-MD
in the DMD™ rat used here, and rAAVrh74.MHCK7.
micro-dystrophin, in humans for Sarepta clinical trials,
resulted in a MD expression in 80-90% of skeletal muscle
fibers. Therefore, it can be concluded that the rAAV-MD
based treatment we used, is very close to those used in
ongoing clinical trials. In the present study, we assessed
for the first time the benefits of a rAAV-MD systemic
delivery on the Ca*" homeostasis in skeletal muscle fib-
ers lacking dystrophin expression. As expected based
on the intimate role of Ca’* homeostasis alterations
in DMD pathogenesis, we found that rAAV-MD sys-
temic injections significantly counteracted [Ca?*], and
SPCa in skeletal muscle fibers. Nevertheless, the benefit
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was only partial, and both [Ca®']. and SPCa remained
at higher levels despite MD expression. Interestingly,
similar results were observed when comparing TRPC3
expression level between WT skeletal muscle fibers, MD
skeletal muscle fibers and skeletal muscle fibers lacking
dystrophin. In particular, TRPC3 expression was still ele-
vated in skeletal muscle fibers transfected by rAAV-MD.
These results first reinforced the relation between DMD
pathogenesis and TRPC3 expression alteration. They fur-
ther suggest that pharmacological or molecular strategies
dedicated to inhibit TRPC3 channel expression and/or
activity could be effective after MD expression.

Conclusion

In the present study, we demonstrated early increases of
[Ca”]c and SPCa in the EDL fast-twitch muscles from
DMD™ rats. This was accompanied by an increase
in TRPC3 expression at the protein level. Finally, we
showed that rAAV-MD based treatment induced a high
MD expression level which was accompanied with sig-
nificant but partial prevention of calcium homeostasis
alterations, increase in skeletal muscle force and TRPC3
protein overexpression. These results show that correct-
ing TRPC3 channel expression and/or activity appears to
be a promising approach as a single or as a rAAV-based
complementary therapy to treat DMD.
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Résultats complémentaires

Grace a la corticothérapie et une meilleure prise en charge des problémes respiratoires
I'espérance de vie des patients DMD est aujourd’hui améliorée (Saito et al., 2017). Cependant,
cette derniére reste particulierement impactée du fait du développement d’une
cardiomyopathie qui est devenue la principale cause de mortalité. Contrairement a la plupart
des modéles animaux le rat DMD™¥ développe une cardiomyopathie proche de celle des
patients DMD (Larcher et al., 2014). Dans la physiopathologie de la DMD, les dérégulations
calciques sont également déléteres pour les cardiomyocytes (Law et al., 2020). Elles participent
a I'apparition de la fibrose et aux dysfonctions métaboliques mitochondriales précédant le
développement de la cardiomyopathie dilatée, souvent létale pour les patients. Afin d’étayer
I’étude de I'expression de TRPC3 en tant que potentiel candidat a 'augmentation de la SPCa
dans un contexte dystrophique, nous avons choisi d’étudier son expression dans le cceur des

rats DMD™,
Expression de TRPC3 dans le cceur des rats DMD™®

Dans le cadre du stage de master 1 de Marc-Antoine Lallemand, nous avons étudié
I"'expression génétique par RTgPCR et protéique par Western-blot de TRPC3 dans les coeurs des
rats DMD™% par rapport aux rats sains. Nous avons choisi d’étudier cette expression aux mémes
ages que pour I'étude sur les EDL, c’est-a-dire aux ages 1,5 mois, 3 mois, 4,5 mois et 7 mois des
rats. Les cceurs sont issus des mémes rats étudiés pour 'analyse de TRPC3 dans les EDL. Les
cceurs ont été prélevés a I'euthanasie, puis congelés pour réaliser des coupes histologiques.
Les extractions ARNm et protéiques ont été faites sur des coupes congelées de ces coeurs. Les
protocoles réalisés sont les mémes que ceux décrits dans I'article publié, et les résultats sont

présentés sur la Figure 25.

L’expression génétique de TRPC3 dans le cceur, semble similaire entre les animaux sains
et dystrophiques a chaque age, excepté a 4,5 mois. A cet age, les rats DMD™ sous-expriment
significativement TRPC3, puis a 7 mois ils expriment a nouveau le méme taux d’ARNm TRPC3

que les rats sains (Figure 25.A).
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Figure 25 : Représentation en histogramme de I’expression de TRPC3 dans les cceurs de rats DMD™® comparé aux rats sains
A. Niveaux relatifs d'expression des ARNm TRPC3 dans des extraits cardiaques de rats sains et DMD™ Ggés de 1,5 & 7 mois.
Les résultats ont été normalisés a I'expression de 'ARNm de HPRT1.

B. Niveau Représentation en histogramme de I’expression protéique relative de TRPC3 dans le cceur de rats sains et DMD™Md
dgés de 1,5 a 7 mois. Les résultats ont été normalisés a l'expression de la GAPDH.

Chaque barre représente la valeur moyenne + SEM calculée pour N animaux (N indiqué en bas de la barre correspondante) *
: significativement différent de la valeur moyenne mesurée chez les animaux sains appariés selon I'dge. P < 0,05, test post-

hoc de Kruskal-Wallis et bilatéral de Conover-Iman.

’expression protéique de TRPC3 chez les rats sains semble stable en fonction des ages
étudiés. Chez les rats DMD™, TRPC3 est surexprimé a chaque age par rapport aux rats sains,
excepté a 3 mois. A cet age, I'expression protéique de TRPC3 n’est pas significativement
différente chez les rats dystrophiques comparée a celle mesurée chez les rats sains (Figure

25.B).

Malgré peu de dérégulation génétique de TPC3 dans les cceurs de rats dystrophiques
par rapport aux rats sains, la protéine TRPC3 y est surexprimée deés le plus jeune age, avant
I'apparition de la cardiomyopathie dilatée. L’étude de la caractérisation du modele du rat
DMD™ précise que la fibrose cardiaque est visible dés 1,5 mois d’age avec un remodelage du
myocarde et une dysfonction diastolique (Larcher et al., 2014)(Huchet, Le Guiner et al, WMS

meeting, 2017).
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En complément des informations fournies dans I'article, des analyses supplémentaires
ont été réalisées pour évaluer I'expression du canal TRPC3 chez des rats DMD™ ayant recu

différents types de traitements AAVr-MD.

Lors d’une étude menée par Audrey Bourdon au laboratoire (Bourdon et al., 2022), nous
avons prélevé des EDL pour évaluer I'expression de TRPC3 dans différents groupes de rats
DMD™* de 4 mois injectés avec deux traitements AAVr-MD différents et a différentes doses.

Les groupes étudiés sont présentés ci-dessous :

e Un groupe de trois rats sains injectés avec du tampon

e Un groupe de trois rats DMD™ injectés avec du tampon

e Un groupe de cing rats DMD™ injectés avec une faible dose (1.10'% VG/kg) d’un
AAVr-mMD1 codant pour une microdystrophine appelée MD1

e Un groupe de cing rats DMD™ injectés avec une plus forte dose (3.10%3 VG/kg) de
cet AAVr-mMD1

e Un groupe de cing rats DMD™¥ injectés avec une dose de 1.102 VG/kg d’un AAVr-

mMD3 codant pour une microdystrophine appelée MD3

La composition des microdystrophines MD1 et MD3 ne different que par la taille de leur
domaine C-ter: MD1 possede un domaine C-ter trés réduit n’incluant pas les sites
d’interactions avec les protéines du DAPC : syntrophine et dystrobrévine, alors que MD3
contient cette partie du domaine C-ter de la dystrophine native. Les deux MD sont composées
du domaine N-ter entier, de trois domaines charniéres, de cing répétitions « spectrine-like » et
d’un domaine riche en cystéine réduit par rapport a celui de la dystrophine compléte (Figure

26).

Apres évaluation de I'expression du produit thérapeutique microdystrophine dans les

EDL analysés, nous avons évalué I'expression de TRPC3 dans les différents groupes.
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Figure 26 : Schéma représentant la structure de MD1 et MD3 évaluées dans I'étude de Audrey Bourdon

La représentation structurelle des domaines composant MD1 et MD3 est focalisée sur le domaine C-terminal. MD1 est délétée
de la quasi-totalité du domaine C-terminal. Le domaine C-terminal de MD3 contient les deux motifs super hélices H1 et H2 et
conserve les domaines de liaison connus de la syntrophine et de la dystrobrévine, protéines du DAPC.

Adapté de Bourdon et al, 2022

Analyse de I'efficacité du transfert de gene dans les EDL des animaux injectés

Dans un premier temps, nous avons évalué la distribution du vecteur dans les EDL de
chaque groupe de rats injectés. Pour cela, nous avons extrait I’ADN génomique pour réaliser
une gPCR en duplex pour quantifier le nombre de copie de transgene (microdystrophine 1 et
3) du vecteur rapporté au nombre de copie ADN du génome des rats (géene HPRT1). Les
résultats sont exprimés en nombre de copies du génome du vecteur par génome diploide
(vg/dg). Cette évaluation permet de savoir combien de copies du transgéne thérapeutique sont
présentes par rapport au nombre de noyaux dans les fibres musculaires, qui seraient

susceptibles de faire exprimer le produit thérapeutique.

Les résultats de ces analyses sont présentés sur la Figure 27. Conformément aux
attentes, on ne détecte pas de séquence génétique MD1 ni MD3 chez les deux groupes
contréles de rats sains et dystrophiques injectés avec du tampon. Pour tous les groupes de rats
injectés avec les vecteurs, on détecte bien les séquences des transgenes microdystrophines.
Les deux groupes de rats injectés aux doses faibles d’AAVr mMD1 et mMD3 ont un nombre
équivalent de copies microdystrophine par noyau cellulaire. Le groupe de rats injecté a forte
dose possede un plus grand nombre de copies de microdystrophine mais les résultats sont tres

hétérogeénes entre les rats.
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Nombre de copie de vecteur microdystrophine
sur le nombre de noyaux cellulaires
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Figure 27: Analyse de I'efficacité du transfert de géne dans les EDL des rats DMD™ jnjectés

Représentation en nuage de point du nombre de VG/DG mesurés dans les EDL des différents groupes de rats sains, et DMD™
injectés par les traitements AAVr mMD1 1.1013, mMD1 3.10%3 ou mMD3 1.1083. Les VG/DG ont été mesuré par qPCR et
représentent le nombre de copie ADN de microdystrophine sur le nombre de copie de géne endogéne HPRT1. Chaque barre

représente la moyenne + SEM

Analyse de I'expression des transgénes microdystrophines

Suite a I"évaluation de I'efficacité de transduction des vecteurs AAVr, et pour valider
I'impact de ces thérapies sur I'expression de TRPC3, nous avons évalué |'expression des
transgénes microdystrophines chez les rats injectés (Figure 28). Les rats injectés avec du
tampon servant de contréles n’expriment pas I’ARN microdystrophine, tandis que les groupes
injectés avec le vecteur mMD1 faible et forte dose, et le vecteur mMD3 forte dose expriment

le messager microdystrophine, de facon dose dépendante.
Evaluation de I’expression protéique de TRPC3 dans les animaux injectés

Apres s’'étre assuré que le produit thérapeutique s’exprimait dans le muscle EDL des
rats dystrophiques, nous avons évalué I'impact de ces thérapies sur I'expression protéique de
TRPC3 (Figure 29). Lexpression protéique de TRPC3 dans les groupes contrdles sains et
dystrophiques correspond a ce que nous avions constaté précédemment (Creisméas et al.,

2021) : le canal TRPC3 est largement surexprimé chez les rats dystrophiques contréles par
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rapport aux rats sains contrdles. Chez les trois groupes rats injectés avec un traitement AAVr
microdystrophine, un niveau équivalent d’expression du canal TRPC3 est détecté. Ce niveau est
intermédiaire au niveau détecté chez les animaux sains et les animaux contréles DMD™. Les
rats dystrophiques injectés exprimant une microdystrophine surexpriment toujours
significativement le canal TRPC3 par rapport aux rats sains controle. Le niveau d’expression de

TRPC3 chez les rats traités est cependant significativement réduit par rapport aux rats DMD™%

controle.

Expression génétique de la microdystrophine
dans les EDL de rats injectés
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Figure 28 : Analyse de I'expression des transgenes microdystrophines dans les EDL des rats DMD™ njectés
Représentation en histogramme de I'expression génétique relative des microdystrophine dans les EDL des différents groupes de
rats sains, et DMD™¥ injectés par les traitements AAVr mMD1 1.10%3, mMD1 3.10%3 ou mMD3 1.10%3. Les résultats ont été

obtenu par RTqPCR en normalisant sur le gene endogene de I’HPRT1. Chaque barre représente la moyenne + SEM.
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Expression protéigue TRPC3 dans les
EDL de rats injectés
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Figure 29 : Evaluation de I'expression protéique de TRPC3 dans les EDL des rats DMD™ jnjectés

Représentation en histogramme de I'expression protéique relative de TRPC3 dans les EDL des différents groupes de rats sains,
et DMD™ jnjectés par les traitements AAVr mMD1 1.10%3, mMD1 3.10%3 ou mMD3 1.10%3. Les résultats ont été obtenu par
Western-blot en normalisant sur la protéine endogene GAPDH. Chaque barre représente la moyenne + SEM calculée pour N
animaux (N indiqué en bas de la barre correspondante) * : significativement différent de la valeur moyenne mesurée chez les
animaux sains, S : significativement différent de la valeur moyenne mesurée chez les animaux DMD™ injectés avec le tampon.

P < 0,05, test post-hoc de Kruskal-Wallis et bilatéral de Conover-Iman.

Les résultats que nous avons obtenus tendent a montrer une relation entre la
pathogenése de la DMD et |'altération de I'expression du canal TRPC3. Ce canal est surexprimé
chez les rats DMD™, dés 1,5 mois. La surexpression de TRPC3 corréle avec I'apparition des
déficits moteurs, mais précédent le remodelage cardiaque et la mise en place de la
cardiomyopathie dilatée (Figure 24, page 119). En plus de cette surexpression protéique, les
anomalies calciques observées dans la pathogénése du rat dystrophique perdurent dans le
muscle squelettigue malgré un traitement de thérapie génique AAVr-microdystrophine.
L’ensemble de ces observations nous permet de conclure que malgré I'amélioration de la
fonction musculaire observés chez rats DMD™ traités avec un AAVr-MD (Bourdon et al., 2022),
ces traitements ne semblent pas suffisants pour restaurer une homéostasie calcique saine dans
les EDL étudiés. De méme, le canal TRPC3 reste surexprimé dans les EDL de rats dystrophiques

en dépit des traitements AAVr-MD. Il est important de noter que l'inclusion d’'un domaine C-
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terminal plus ou moins long dans les microdystrophines n’influe pas sur I'expression de TRPC3
dans les EDL de rats dystrophiques par rapport aux rats sains. Les différentes structures
protéiques et domaines de liaisons codés au domaine C-terminal des MD ne semblent donc pas

influer sur I'expression de TRPC3 au sarcolemme des fibres dystrophiques.

L'ensemble de ces résultats suggerent que des stratégies pharmacologiques ou
moléculaires dédiées a I'inhibition de I'expression et/ou de I'activité du canal TRPC3 pourraient

étre efficaces contre la DMD lorsqu’administrées seules ou en complément des thérapies MD.
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. Etude de I'expression de TRPC3 chez le patient DMD

Le modéle du rat DMD™® trés pertinent dans I'étude de la DMD, nous a permis
d’identifier une nouvelle cible thérapeutique, TRPC3, dans la lutte contre les anomalies
calciques survenant dans la DMD. Cependant, dans 'idée de lutter contre les anomalies
calciques chez les patients DMD, il est important de vérifier si ces résultats sont transposables
a 'homme. Afin de savoir si I'expression du canal TRPC3 est également dérégulée chez les
patients Duchenne, nous avons commandé des échantillons musculaires humains d’individus
sains et de patients DMD a la banque de tissus Myobank-AFM (Institut de Myologie, Paris). Au
total, trois biopsies de muscles paravertébraux d’hommes sains et trois autres de patients DMD
ont été obtenues. Cela nous a permis de réaliser une étude préliminaire de 'expression de
TRPC3 chez les patients DMD. Les caractéristiques des échantillons sont résumées dans le

tableau suivant (Tableau 3) :

ID
, . Sain 1 Sain 2 Sain 3 DMD 1 DMD 2 DMD 3
échantillon
Type de Délétion Délétion Délétion
ype N/A N/A N/A \ \ \
mutation exon 3a43 exon49a50 exon48a52
Age 16 ans 17 ans 17 ans 17 ans 15ans 15ans
Encéphalopa Pas de
Note phaiop N/A N/A > N/A N/A
thie corticoide
Quantité de
63 mg 48 mg 95 mg 26 mg N/A 315mg

tissus

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des échantillons humains obtenus aupres de la Myobank-AFM et leurs caractéristiques

Du fait de la petite taille des échantillons ou de la composition apparente en tissu
musculaire des biopsies, nous avons été amenés a exclure certaines données. D’une part la
biopsie du patient DMD 1 n’a pas pu étre analysée par RTgPCR par mangue de matériel
biologique afin de privilégier |'extraction protéique. D’autre part, si I'expression de la GAPDH
était bien détectée dans I'extrait protéique issu de la biopsie du patient Sain 2, ce n’était pas le

cas de celle de la dystrophine, ni celle de I'a-tubuline (Figure 30.B). Ce résultat nous a amené a
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considérer que la biopsie du patient Sain 2 n"était pas constituée de tissu musculaire et retirer

ce patient des analyses génétiques et protéiques.

L'analyse de l'expression génétique de TRPC3 a été réalisée par RTQPCR, et est
représentée dans un schéma en nuage de points (Figure 30.A). Dans un premier temps, on
observe que les deux échantillons sains expriment des niveaux similaires d’ARNm TRPC3. Chez
les patients DMD, I'expression génétique de TRPC3 est hétérogéne entre les deux échantillons
dystrophiques. Il semble tout de méme que le niveau moyen d’expression génétique de TRPC3

dans les muscles paravertébraux des deux patients DMD tend vers celui des échantillons sains.

Concernant I'expression protéique de TRPC3 dans les échantillons humains, les six
échantillons en notre possession ont été étudiés en Western-blot (Figure 30.B). Nous avons
étudié I'expression protéique de TRPC3 rapportée a I'expression de la protéine musculaire a-
tubuline. La dystrophine a également été marquée afin de s’assurer de l'identité et du
phénotype des échantillons. Le marquage Western-blot a été analysé puis les résultats ont été
représentés sous forme de nuage de points pour suivre les différents échantillons entre
I’analyse protéique et génétique de TRPC3. Apres analyse en quantification relative de TRPC3
dans les échantillons musculaires humains, on remarque que les échantillons sains présentent
des résultats tres homogenes. L'expression du canal TRPC3 entre les trois patients
dystrophiques est a contrario tres hétérogéne. Un patient DMD (DMD 1) exprime tres
fortement TRPC3 tandis que les deux autres patients (DMD 2 et DMD 3) expriment un niveau

de TRPC3 similaire a celui détecté chez les personnes saines.

Les conclusions de cette étude préliminaire de I'expression de TRPC3 tendent vers une
dérégulation de ce canal chez les patients DMD par rapport aux hommes sains. Cette premiere
étude nécessite d’étre complétée en augmentant le nombre d’échantillons étudiés afin
d’obtenir des résultats robustes. Ces premieres observations restent cependant
encourageantes car la surexpression du canal TRPC3 se confirme au moins chez un patient
DMD. Dans le cas ou ces résultats se confirmaient, ils renforceraient I'intérét thérapeutique de

cibler TRPC3 dans le traitement des anomalies calciques de la DMD.
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Figure 30 : Histogramme représentant l'expression génétique et protéique de TRPC3 dans les muscles paravertébraux
d’hommes sains et de patients DMD

A. Niveaux relatifs d'expression des ARNm TRPC3 dans des extraits musculaires paravertébraux d’hommes sains et de
patients DMD dGgés de 15 a 17 ans. Les résultats ont été normalisés a I'expression de I'ARNm de hRPOL2L.

B. Niveaux relatifs d'expression protéique de TRPC3 dans les homogénats de muscles paravertébraux de patients DMD et
d’hommes sains. Des immunoblots représentatifs du marquage TRPC3 de la dystrophine sont présentés a cété de
I’histogramme (obtenus pour des extraits musculaires de 3 hommes sains et de 3 patients DMD). Les résultats ont été

normalisés a l'expression de la protéine a-tubuline. Chaque barre représente la valeur moyenne + SEM
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Notre étude semble montrer que I'expression du canal TRPC3 chez les jeunes adultes
atteints par la maladie de Duchenne est hétérogéne, aussi bien au niveau génétique que
protéique. Sur les trois patients DMD dont nous avons étudié les échantillons musculaires, le
premier présentait une surexpression du canal TRPC3, tandis que les deux autres patients DMD
présentaient une expression protéique du canal comparable a celle des hommes sains. Ces
résultats précoces sont encourageants pour étoffer I’étude par I'laugmentation significative du

nombre d’échantillons.

En plus d’augmenter le nombre d’échantillons, il serait également intéressant d’étudier
la localisation de TRPC3 dans les fibres musculaires de patients DMD par immunofluorescence.
L'étude du profil de répartition du canal TRPC3 n’a pas montré de différence chez le rat entre
la condition dystrophique et saine. Il est cependant nécessaire d’effectuer cette étude chez
I"hnomme pour vérifier I’'expression de TRPC3 au sarcolemme. La confirmation de son expression
au sarcolemme chez 'lhomme serait un argument supplémentaire a son implication dans
I’augmentation de la SPCa. De plus, cette étude de profil d’expression subcellulaire permettrait
de savoir s'il y a d’avantages de canaux recrutés au sarcolemme des fibres DMD par rapport

aux fibres saines.

Dans la bibliographie, I’étude de la régulation du canal TRPC3 ainsi que ses partenaires
reste floue. Plusieurs protéines comme Orai 1 et Stim1 ont été proposées, et leurs associations
avec TRPC3 pourraient étre étudiées par des co-marquages en immunofluorescence. Les
informations recueillies pourraient mettre en lumiere de nouveaux moyens de cibler TRPC3 via

ses partenaires.

De plus il est a noter que les échantillons musculaires proviennent de jeunes adultes, et
bien que les individus aient moins de vingt ans, ils sont a un stade avancé de la maladie de
Duchenne et présentent des anomalies de I’'homéostasie calcique importantes. Ces anomalies
calciques sont également présentes dans le phénotype DMB, vers lequel les thérapies génigues
microdystrophine tendent a amener les patients DMD. Nous avons d’ailleurs observé que les

canaux TRPC3 restaient surexprimés chez les rats DMD™® malgré un traitement AAVr-MD ayant
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amélioré leurs fonctions motrices (Creisméas et al., 2021). C'est pourquoi il serait également

intéressant d’évaluer le profil d’expression du canal TRPC3 chez les patients DMB.

Dans cette étude, nous avons confirmé la persistance a la fois de 'augmentation de la
SPCa chez le rat DMD™* et de la surexpression du canal TRPC3, malgré le traitement AAVr-
microdystrophine. Nous envisageons donc I'inhibition de TRPC3 comme traitement simultané
et complémentaire aux approches microdystrophines. Ces thérapies géniques
microdystrophines visent a atténuer la sévérité de la maladie en étant administrées avant que
la dégénérescence musculaire ne soit trop avancée, et avant la perte de I'ambulation. C'est
pourquoi il serait intéressant d’évaluer I'expression du canal dans des biopsies humaines de
patients plus jeunes, au méme age que celui d’inclusion des plus jeunes patients dans les essais

cliniques AAVr-MD, c’est-a-dire environ 4 ans.
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IV. Les stratégies d’inhibition du canal TRPC3

Dans le modéle animal de la dystrophie musculaire de Duchenne, le rat DMD™%, nous
avons démontré que des anomalies calciques survenaient. Il s’agit de 'augmentation de la
perméabilité du sarcolemme au calcium, ainsi que I'augmentation de la concentration calcique
intracellulaire. Dans notre cas, ces anomalies calciques sont accompagnées d’une
surexpression tres précoce du canal TRPC3 dans les EDL des rats dystrophiques. Elles
surviennent avant méme 'apparition de la fibrose, de la nécrose, et avant qu’un déficit moteur

ou cardiague soit décelable (Figure 24, page 119).

Nous avons montré que I'inhibition du canal TRPC3 par la molécule pharmacologique

Pyr10 réduisait la SPCa a un niveau normal dans un contexte dystrophique.

Nous avons également montré que les altérations calciques et la surexpression du canal
TRPC3 persistaient dans les muscles ELD de rats DMD™ aprés un traitement de thérapie

génique microdystrophine.

Dans cette partie, nous présentons les stratégies thérapeutiques choisies et congues

pour l'inhibition de TRPC3 dans les EDL de rats DMD™,

1. Les inhibiteurs pharmacologiques

Les inhibiteurs pharmacologiques de canaux ioniques perméables au calcium ont été
étudiés et développés historiguement pour approfondir la compréhension des especes
protéiques ou complexes de canaux dans les voies de signalisations calciques (Schleifer et al.,
2012). Des bloqueurs inorganiques comme le Gd3* et le La* ont été largement utilisés dans cet
objectif car ils sont considérés comme interagissant avec les pores du canal TRPC (Trebak et al.,
2002). Des composés organiques ont également été employés en raison de leurs effets
inhibiteurs des canaux TRPC, comme le SKF-96365 (Harteneck and Gollasch, 2011), le 2-APB
(DeHaven et al., 2008), et le SK66 (Ng et al., 2008). Tous ces outils partagent des inconvénients

en termes de spécificité pour bloquer un canal TRPC en particulier (Harteneck and Gollasch,
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2011), mais également en influant sur les courants SOCE médiés par Orail/Stim1 (DeHaven et

al., 2008).

Par la suite, Pyr3, un dérivé du pyrazole, a été proposé comme inhibiteur hautement
spécifique de TRPC3 (Kiyonaka et al., 2009). Sa spécificité pour TRPC3 a été montrée dans des
systemes hétérologues in vitro de HEK293 transfectées. Il a également été montré qu’il était
un puissant inhibiteur des courants SOCE dans des expérimentations ex vivo et sur culture

cellulaire issues de biopsies (Kim et al., 2011; Salmon and Ahluwalia, 2010).

Les travaux de Schleifer et collaborateurs ont en partie remis en cause la spécificité de
Pyr3 (Schleifer et al., 2012). Ces auteurs ont synthétisé de nouveaux dérivés du pyrazole et ont
caractérisé de nouvelles structures, le Pyrl0 (N-[4-[3,5-Bis(trifluoromethyl)-1H-pyrazol-1-
yllphenyl]-4-methyl-benzenesulfonamide, Figure 31). Leurs études en systemes hétérologues
et sur cultures cellulaires natives ont montré que le Pyr10 pouvait inhiber spécifiquement la
voie de signalisation calcique médiée par TRPC3, indépendamment de celles médiées par Orail.

Cet outil permet I'exploration plus fine des voies de signalisation calcique.

H,C

Figure 31 : Schéma de la composition et structure chimique du Pyr10
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Dans notre étude sur le rat DMD™%, nous avons utilisé Pyr10 sur muscles EDL ex vivo.
Nous proposons également d’employer cet inhibiteur de TRPC3 pour cibler les anomalies
calciques survenant dans la DMD. |l serait question de traiter des rats sains, et DMD™ avec
Pyr10, puis de mesurer le calcium intracellulaire des fibres musculaire ainsi que la SPCa en
comparant les résultats avec des groupes de rats contrdle. Cet essai pré-clinique serait
complété de suivi des animaux sur des critéres cliniques de masse corporelle, de tests
musculaires, et évaluations respiratoires et cardiaques. L'ensemble de ces résultats
permettraient une mise en relation d’un score clinique des rats, avec les caractéristiques
calciques musculaires observées sous I'effet du Pyr10.Cette étude pré-clinique dans le but
d’évaluer le rapport bénéfice/risque de Pyrl0 dans un contexte DMD pourrait se diviser en

deux étapes :

Dans notre étude sur le rat DMD™, nous avons utilisé Pyr10 in vitro sur des fibres
musculaires isolées. Nous proposons de tester cet inhibiteur de TRPC3 dans un traitement in
vivo destiné a cibler les anomalies calciques survenant dans la DMD. Il serait question de traiter
des rats sains et DMD™* avec Pyr10, puis de mesurer les effets sur le calcium intracellulaire et
la SPCa des fibres musculaires. Comme les altérations calciques apparaissent précocement,
nous proposons d’'inclure des rats de 1,5 mois, présentant déja des dérégulations calciques,
mais peu de |ésions histologiques (Creisméas et al., 2021, Larcher et al., 2014, Le Guiner et al,
WMS 2017). Une premiére étude exploratoire pourrait étre lancée avec de petits groupes
d’animaux (3 a 5) pour une période de traitement assez courte. En effet, contrairement a un
traitement a base d’AAVr par exemple, Pyrl0 devrait étre actif des sa diffusion aux abords des
fibres musculaires. Si Pyr10 est efficace, une semaine de traitement devrait donc étre suffisante
pour que la concentration calcique intracellulaire soit affectée. L’objectif de cette premiere
phase serait de tester différentes doses de I'agent pharmacologique, administré via des
injections intraveineuses quotidiennes ou via l'utilisation de pompes osmotiques, en partant
des travaux publiés a propos de traitements basés sur Pyr3, un pyrazole dont Pyrl0 est dérivé
(Lu et al., 2020). Une deuxieme évaluation a plus long terme pourra étre réalisée en fonction
des résultats de la premiere étude. En effet, les dérégulations calciques qui précedent les
dysfonctions cardiaques et musculaires perdurent dans le temps avec la progression de la
maladie. Nous imaginons donc que ces anomalies calciques doivent étre régulées sur le long

terme pour lutter contre la DMD. En conséquence, il s’agira d’évaluer I'effet de I'administration
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a moyen terme de Pyr10 sur la fonction motrice et cardiaque des rats DMDmdx. Ce protocole
inclurait un plus grand nombre d’animaux par groupe (5 a 10), avec une administration
quotidienne pendant 2 mois de Pyrl0, a partir de 1,5 mois d’dge des rats jusqu’a 3 mois. Le
suivi de la force musculaire, de la fonction cardiaque et de la prise de poids des animaux pourra
étre évalué de maniere hebdomadaire. Une euthanasie de fin de protocole permettra de
collecter les différents muscles afin de réaliser des évaluations histologiques et calciques en
comparaison des groupes controles. Il sera important d’étudier I'impact de I'administration de
Pyr10 sur des organes vitaux comme le cerveau, le foie et les reins afin d’évaluer la potentielle

toxicité de la molécule.

2. Les transgenes dominants négatifs

Le ciblage spécifique de TRPC3 est un objectif qui peut étre atteint grace a des
techniques de thérapie génique. Différents travaux ont montré que I'expression d’un transgene
codant pour une fraction d’un canal TRPC, ou portant une mutation spécifique était associé a
une inhibition du canal TRPC endogéne. Ces constructions moléculaires sont appelées

transgenes dominants négatifs.

Une premiere stratégie de transgéne dominant négatif du canal TRPC6 a été étudiée
par plusieurs équipes (Hofmann et al., 2002; Millay et al., 2009). L’équipe de Hofmann a généré
ce transgene dominant négatif dans le but de déterminer si I'interaction des différentes sous-
unités de canaux TRPC contribuaient a la formation d’un pore de canal commun fonctionnel
(Hofmann et al., 2002). lls cherchaient également a déterminer le degré de coopérativité des
sous unités TRPC dans le complexe formant le canal fonctionnel. Cette équipe a ainsi généré
une construction TRPC6 dominant négative, en échangeant trois résidus: leucine,
phénylalanine et tryptophane, trés conservés au sein des canaux TRP dans la région de la pore-
loop. Ce triplet d’acides aminés jouerait un role de stabilisation de la structure de la P-loop (Li
et al., 2019). Cette construction TRPC6PN a été transfectée dans la lignée cellulaire HEK293
surexprimant le canal TRPC6. lls ont montré que I'expression de TRPC6DN a permis de presque
compléetement inhiber les courant dépendants de TRPC6. Ills ont également montré qu’une
seule protéine TRPC6 dominante négative était suffisante pour inhiber les courants calciques

dépendants de TRPC6 et TRPC3, mais n’était pas efficace sur TRPC4 et TRPC5. C'est dans un
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contexte d’étude des anomalies calciques survenant dans la pathogénéese des dystrophies
musculaires que 'équipe de Millay a également utilisé le TRPC6PN (Millay et al., 2009).Dans
cette étude, ils ont également démontré que la surexpression de TRPC3 dans une lignée de
souris, suffisait a induire un phénotype dystrophique. lls y ont décrit des |ésions musculaires et
anomalies calciques similaires a celles retrouvées dans les dystrophies musculaires impliquant
un déficit de protéine du DAPC. Pour rétablir 'homéostasie calcique dérégulée dans leur
modele murin, I'équipe a croisé des souris transgéniques déficientes en d-sarcoglycan et une
lignée stable exprimant le TRPC6PN. Le transgene TRPC6PN a significativement atténué tous les
aspects de la maladie associés a la surexpression de TRPC3, tels que ['histopathologie,
I'augmentation du nombre de fibres plus petites et le nombre de noyaux centraux dans les

fibres musculaires.

Un autre mutant dominant négatif a également été décrit pour le canal TRPC3. Ce
transgene code pour le fragment N-terminal du canal humain, composé des 302 premiers
acides aminés que nous appellerons TRPC3N®" (Balzer, 1999; Sabourin et al., 2012). Les travaux
ont montré la capacité de ce TRPC3N®" 3 bloquer la multimérisation du canal endogéne et a
inhiber la fonction des canaux TRPC3. Ces travaux ont été menés avec des cultures primaires
de cellules endothéliales aortiques (Balzer, 1999) et de cardiomyocytes isolés d’embryons de

poulets (Sabourin et al., 2012).
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Comme décrit précédemment, il y a une forte similarité de structure entre les canaux
TRPC3 et TRPC6 (voir paragraphe 2, « La structure des canaux TRPC », page 98). La construction
du mutant TRPCEPN décrit dans les travaux de Hofmann et Millay ciblent la mutation du triplet
LFW de la pore-loop, qui est également retrouvé dans le canal TRPC3. Nous avons donc choisi
de concevoir un premier mutant dominant négatif TRPC3 sur la méme stratégie thérapeutique
que pour le mutant TRPC6PN. Nous allons comparer ce premier mutant dominant négatif au
second constitué du fragment N-terminal du canal décrit dans les études de Balzer et Sabourin
(Balzer, 1999; Sabourin et al., 2012), que nous nommons TRPC3N®" Notre stratégie consiste a
évaluer les effets de 'expression des mutants TRPC3PN et TRPC3N®" (Figure 32) chez le rat
DMD™, 3 'aide de I'injection d’AAVr portant des transgénes codant pour ces canaux mutés.
Par la suite, nous envisageons d’évaluer les bénéfices de ces AAVr en complément de thérapies

AAVr-microdystrophine.

TRPC3"M TRPC3e"

Hélices
linker

a013ysadns
aulewoq

Répétitions
ankyrines

djeujwud)-N uoiday
2jeulwual-) uoisday
dleulwiar-N uoisay

Figure 32 : Représentation schématique des canaux TRPC3 dominants négatifs designés pour |'étude de I'inhibition de TRPC3.
Le mutant TRPC3PN est muté dans la pore hélice, les trois acides aminés LFW sont remplacés par un triplet AAA. Le mutant

TRPC3Nter est composé des 302 premiers acides aminés du fragment N-ter de la protéine.
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L'obtention préalable de la preuve de concept in vitro de notre produit thérapeutique
est nécessaire avant de pouvoir passer aux essais précliniques sur modele animal. La
construction des transgénes dominants négatifs TRPC3PN et TRPC3N®" 3 ¢été adaptée de
maniére a obtenir une preuve de concept par transfection in vitro de cellules HEK293. L' objectif
in fine étant de réaliser des essais pré-cliniques par injection dans le modele animal du rat
DMD™¥_ Nous avons choisi les séquences génétique TRPC3 de I'espéce du rat pour optimiser
I'expression des mutants dans le modéle animal rat DMD™, qui seraient traités par des

vecteurs AAVr-rTRPC3PN ou AAVr-rTRPC3Nter,

Chez I'homme il existe trois variants d’épissage du canal TRPC3 qui ont un poids
moléculaire respectif de 105,4 kDa (kilo Dalton), 102 kDa et 97,2 kDa. L'isoforme unique de
TRPC3 du rat que nous avons choisi d’utiliser, a un poids moléculaire de 95,5 kDa (Figure 33).
Le mutant rTRPC3®N, n’a qu’une mutation ponctuelle de trois bases par rapport a la version
sauvage de rTRPC3, en conséquence le poids moléculaire inchangé de 95,5 kDa le rend
indissociable en Western-blot de I'isoforme 3 hTRPC3 (Figure 34). Ce probléme ne se pose pas
pour le mutant TRPC3N" qui a un poids moléculaire de 33,6 kDa du fait de sa taille réduite aux

302 premiers acides aminés de la protéine.

hTRPC3 isoforme 1- 2766 pb - 921 aa - 105,4 kDa LF'W

7 Bon1 (BEHE)EGS Bond (BORS) Bon6 ton7 Bons (Bono @B on 11 Eon 12

hTRPC3 isoforme 2 - 2682 ph - 893 aa - 102 kDa LFVW

7 Bond | (BEHE EGAS Bon 4 (BBAS) Bon6 ton7 Bons (Bon Bonll Bonl2

hTRPC3 isoforme 3 - 2547 pb - 848 aa - 97,2 kDa

CEID 612D Bond Eon 4 (BonS) ton6 Fon7  Bong (Bons @B Bon 11 Bon 12
A

LFW

rTRPC3 - 2517 pb - 838 aa - 95,5 kDa LF'W
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Figure 33 : Représentation schématique des isoformes ADNc de hTRPC3 et de rTRPC3
Le nom de chaque isoforme ADNc de TRPC3 est suivi du nombre de paires de base le composant, ainsi que du nombre d’acide
aminés traduits et le poids moléculaire de la protéine résultante. Le triplet LFW tres conservé est représenté sur I’exon

correspondant.
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Pour dissocier I'expression protéique des transgénes dominants négatifs rTRPC3, de la
forme courte endogene de hTRPC3 dans les HEK293, nous avons généré une autre séquence
rTRPC3PN, || ’agit d’une version rTRPC3PN qui posséde un tag HA (Hemagglutinine) en phase du
cadre de lecture a I'extrémité C-ter. Grace a un anticorps spécifique ciblant le tag HA nous
pouvons cibler uniquement le mutant rTRPC3PN-HA et valider I'expression et la localisation de
rTRPC3PN par Western-blot ou immunofluorescence. Ce transgéne rTRPC3PN-HA est réservé
exclusivement a I’évaluation de I'expression du mutant car le tag HA est susceptible de modifier
les interactions des sous-unités rTRPC3 avec les canaux endogénes ainsi que |'adressage et la

fonctionnalité du canal a la membrane.

1831 pb-TTGTTT TGG - 1839 pb
rTRPC3 endogéne
6llaa- L F W -613aa
DN 1831 pb - GCC GCA GCC - 1839 pb
rTRPC3
6llaa- A A A -613aa

Figure 34 : Schéma représentant la mutation de rTRPC3PN
La séquence génétique de rTRPC3 codant pour les acides aminés LFW est représenté en paralléle de la séquence génétique de
rTRPC3PN optimisée pour coder les acides aminés AAA. La position des nucléotides est indiquée en pb, pour paire de bases, et la

position des acides aminés est renseignée sous le sigle aa.

Les mesures de courants calciques pour valider la fonctionnalité des mutants a aussi
nécessité la conception de différents outils moléculaires. Dans un premier temps, avant
d’effectuer les tests de fonctionnalité des canaux dominants négatifs, nous devons amplifier
les courants calciques imputables aux hTRPC3 endogénes dans les cellules HEK293. Ces
courants exacerbés nous permettraient d’améliorer la mesure de l'influx calciques par hTRPC3
et de mieux en évaluer l'inhibition. Pour exacerber les courants calciques impliquant TRPC3,
nous avons généré un transgene rTRPC3 codant pour la protéine endogene TRPC3 de rat. Nous
réalisons les mesures calciques avec la technique d’imagerie lonoptix. Il s’agit d’un systeme
concu pour I'acquisition numérique simultanée de fluorescence et de données de géométrie
cellulaire. Composé d’un microscope inversé a fluorescence et d’une interface d’acquisition des
données il permet entre autres, de réaliser des mesures de flux calciques grace a la sonde fura2,
ainsi que de mesurer la contractilité des myocytes. La configuration de notre systeme lonoptix

permet de mesurer la fluorescence sur champs large. C'est-a-dire que la fluorescence de
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I"'ensemble des cellules du champ est enregistrée lors des mesures calciques. La transfection
cellulaire n’étant pas efficace a 100%, toutes les cellules du champ d’observation peuvent ne
pas exprimer le transgéne. Dans ces conditions, le lonoptix ne permet pas de faire une
distinction du signal fluorescent provenant de cellules exprimant ou non la protéine dominante
négative apres transfection. Sans tri cellulaire préalable sur critere d’expression du transgene,
les mesures calciques pourraient étre faussées par I'observation de cellules qui n’expriment
pas rTRPC3PN ou rTRPC3N®", Ainsi, I'impact des transgenes sur les flux calciques induits par
TRPC3 et son inhibition pourrait étre sous-évalué. C'est pourquoi nous avons ajouté une
séquence codant pour un fluorophore mCherry avec les transgenes rTRPC3PN et rTRPC3N®", Ce
fluorophore est codé a la suite d’'une séquence P2A (Peptide autoclivant A2) en phase du cadre
de lecture de rTRPC3PN ou rTRPC3N®", Ce peptide permet la transcription d’un seul et méme
ARNmM codant pour plusieurs protéines. La traduction de cette séquence ARNm par les
ribosomes induit le clivage des protéines de part et d’autre du motif P2A. L'expression et la
détection du fluorophore mCherry est donc dépendante de |'expression des transgenes
rTRPC3. Grace a la présence de la mCherry nous pouvons évaluer le taux d’expression des
mutants dominants négatifs de rTRPC3 et du rTRPC3 sauvage dans les HEK293. Cela nous
permet de réaliser un tri cellulaire et récupérer uniquement les cellules exprimant le transgéne
pour réaliser les mesures calciques avec le lonoptix. Une double vérification de la fluorescence
mCherry des cellules est possible avec le lonoptix car il est composé d’'un microscope a
fluorescence et possede les filtres d’excitation et d’émission permettant de détecter la
mCherry. Le choix de la mCherry a été motivé par la compatibilité de ses spectres d’excitation

et d’émission de fluorescence, compatibles avec ceux du Fura2 pour les mesures calciques.

L’ensemble des constructions de transgenes évoquées codant pour les séquences
sauvages rTRPC3 et dominantes négatives rTRPC3PN ou rTRPC3N®" ont été placées sous le
contrdle du promoteur ubiquitaire CMV (Cytomégalovirus). Le signal de polyadénylation est le
BGH et 'ensemble des constructions ont été clonées dans des plasmides AAV. C’'est-a-dire qu’ils
possedent des séquences ITR de part et d’autre de la cassette d’expression pour permettre une
production de vecteurs AAVr. L'ensemble des transgénes designés et congus sont présentés

dans le Tableau 4.
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La validation de ces outils d’inhibition de TRPC3 par analyse d’expression et de

fonctionnalité n’a pas pu étre réalisée durant cette thése mais sera poursuivie par la suite.

Schéma des éléments du transgene Réle des outils moléculaires

Amplification du signal calcique induit par
— MV rTRPC3 PolyA —
hTRPC3 endogéne en HEK293

— cw (R rovn —
— ow TN o —

— o S rovs —
— oMV rTRPC3 p2A @GR PolvA —

o A G o
— cmv [fTRPC3" poA(GHEN PovA —

Tableau 4 : Récapitulatif des différents transgénes designés et congus, de leur composition et de leur réle dans la stratégie de

Evaluation de I'expression des transgénes

en HEK293 par Western-blot

Evaluation fonctionnelle des transgenes en

HEK293 par mesure calciques

validation in vitro.

CMV : promoteur Cytomégalovirus, PolyA : Signal de polyadénylation de transcription, P2A : Peptide autoclivant A2, mCherry :

fluorophore.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

La dystrophie musculaire de Duchenne est une maladie génétique |étale pour laquelle
de nombreuses stratégies thérapeutiques sont étudiées aujourd’hui avec prés de quatre-vingt
essais cliniques dans le monde dont onze en France (clinicaltrials.gov). Parmi les plus
prometteuses, la thérapie génique AAVr-MD fait aujourd’hui I'objet de quatre essais cliniques :
GNT 0004, SRP-9001, PF-06939926 et SGT-001. Ces produits thérapeutiques visent a faire
exprimer des MD dont le design de la séquence et de la structure varie en fonction des essais
clinigues (Mendell et al., 2021). En vue de remplacer la dystrophine manquante des patients
DMD, ces MDs contiennent des domaines de la dystrophine qui sont essentielles a sa fonction.
Cependant, ces MDs sont de tailles réduites en raison de la capacité restreinte d’encapsidation
du vecteur AAVr (Wu et al., 2010). Les MDs ne représentent qu’environ 30% de la dystrophine
complete (Duan, 2018). Elles se rapprochent d’avantage des dystrophines tronquées
retrouvées chez les patients DMB, chez qui on retrouve des protéines jusqu’a 50% plus petites
que la dystrophine native (Duan, 2018). Malgré les premiers résultats encourageants de ces
essais, I'expression de MDs chez les patients DMD ne peut, au mieux, qu’améliorer leur état
pathologique, le rapprochant de celui des patients DMB. Les patients Becker présentent un
phénotype variable en fonction de la mutation de leur géne de la dystrophine. En régle
générale, les patients DMB présentent également une espérance de vie réduite. lls développent
une faiblesse musculaire qui apparait dans I'enfance ou l'adolescence, et souffrent d’une
cardiomyopathie, comme les patients DMD (Aartsma-Rus et al., 2016). C'est pourquoi il est
nécessaire de mettre au point des traitements alternatifs et complémentaires aux stratégies
AAVr-MD. Nous avons choisi de cibler les anomalies calciques survenant dans la pathogénese
de la DMD. Ces anomalies calciques sont déléteres chez les patients DMD et DMB car elles sont
associées a une cascade de mécanismes moléculaires induisant la mort cellulaire, ainsi que

I"apparition de fibrose et nécrose tissulaire (Bushby et al., 2010a).

Dans le but de cibler les anomalies calciques survenant dans la DMD, nous avons
cherché a identifier les canaux impliqués dans I'augmentation de la SPCa. Malgré I'incertitude
autour de I'identité moléculaire de ces canaux, les études portent principalement sur les canaux

de la famille des canaux TRP, et en particulier des canaux TRPC. Les canaux TRPC1 et TRPC3 ont

161



notamment été décrits dans le muscle ou ils participeraient a la régulation de I'"homéostasie
calcique ainsi qu’a la différenciation myogénique (Antigny et al., 2013, 2017; Cheung et al.,
2011). De plus, TRPC1 a été décrit comme protéine associée a la dystrophine (Vandebrouck et
al., 2007), ainsi qu’a TRPC3 qui serait quant a lui localisé aux tubules-T (Lauritzen et al., 2006),
région cellulaire spécialisée dans la gestion de I'influx calcique. Pour I'étude de la DMD, ces
canaux avaient été majoritairement étudiés dans le modéle de la souris mdx, peu pertinent par
rapport a son évolution physiopathologique. L'un des principaux objectifs de ce travail de these
a donc été d’évaluer l'implication des canaux TRPC1 et TRPC3 dans les altérations de
I"hnoméostasie calcique survenant dans les muscles squelettiques dans un modele animal de la
DMD plus pertinent que la souris mdx, le rat DMD™®. Le rat DMD™® est un modéle animal de
la DMD qui a été développé en collaboration avec notre équipe (Larcher et al., 2014). Son
évolution physiopathologique est trés similaire a celle de la maladie humaine, car il développe
progressivement une nécrose et une fibrose musculaire associées a une diminution significative

de la force musculaire, de 'activité motrice spontanée et de la fonction cardiaque.

L’ensemble des travaux réalisés lors de ce travail de thése a permis de montrer que les
rats DMD™® étaient bien sujets a des dérégulations de I'homéostasie calcique. Elles ont été
observées de maniére trés précoce chez le rat DMD™®, ce qui corréle avec les observations
réalisées chez ’homme, avec la description de dépbts calciques dans les cellules d’un feetus
masculin atteint par la DMD (Bertorini et al., 1984; Emery and Burt, 1980). Une surcharge
calcigue cytosolique avait également été mesurée chez les souris mdx, autre modele animal de
la DMD (Emery and Burt, 1980; Fraysse et al., 2004; Harisseh et al., 2013). Dans ce modele, il
avait été montré que la surcharge intracellulaire en Ca®* est principalement liée a une
augmentation de la perméabilité calcique du sarcolemme, SPCa. La perméabilité calcique
membranaire serait due a une augmentation de courants calciques induits par des canaux
ioniques (Gailly, 2012). Nous avons étudié la concentration calcique intracellulaire [Ca®*]. et |a
SPCa des fibres de muscle squelettique de type rapide des rats DMD™ en comparaison avec
des rats sains, agés de 1,5 a 7 mois. C'est dans cette tranche d’age que les rats dystrophiques
connaissent la puberté, atteignent I'dge adulte, et pendant laquelle la maladie atteint

progressivement un stade sévere.
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Dans le but d’évaluer I'intérét thérapeutique de cibler les canaux TRPC1 et TRPC3 pour
lutter contre la DMD en complément des approches AAVr-microdystrophine, nous avons
évalué I'expression ces canaux chez le rat DMD™. Le canal TRPC1 est surexprimé a 7 mois
d’age chez les rats DMD™ adultes sévérement atteints par la DMD. Le canal TRPC3 quant a lui
est fortement surexprimé (environs deux fois plus que chez les rats sains) chez les rats
dystrophiques deés 1,5 mois alors que le phénotype dystrophique est encore dans ses phases
précoces. La surexpression de TRPC3 reste trés marquée chez les rats dystrophiques par
rapport aux rats sains jusqu’a 7 mois d’age. Lorsqu’on observe I'évolution de I'expression de
TRPC3 chez les rats sains et DMD™® sur toute la période étudiée, la méme tendance se dessine.
Le canal TRPC3 est d’avantage exprimé a 1,5 mois d’age pour chaque groupe de rats, pour
diminuer et se stabiliser ensuite entre 3 et 7 mois d’age. Ces résultats montrent que le canal
TRPC3 chez le rat, joue un réle important dans le développement post-natal normal du muscle
EDL. D’autre part, l'inhibition de la SPCa dans I'EDL induite par Pyr10, inhibiteur spécifique de
TRPC3, montre que ce canal serait bien impliqué dans les dérégulations calciques observées

dans ce modeéle animal.

Pour revenir plus en détails sur I'étude fondamentale de I'expression de TRPC3 dans un
contexte dystrophique, il est important de souligner que nous avons observé une expression
génétique et protéique inversement proportionnelle de ce canal dans les EDL de rats
dystrophiques, en particulier a I’age de 1,5 mois d’age des rats. Comme décrit dans |'article
« TRPC3, but not TRPC1, as a good therapeutic target for standalone or complementary
treatment of DMD » publié en 2021, ce phénoméne pourrait s’expliquer par plusieurs
hypotheses non exclusives. Premierement il pourrait s’agir d’'une détection protéique de
plusieurs isoformes de TRPC3 chez le rat, tandis que seules certaines d’entre elles seraient
quantifiées au niveau génétique. La seconde hypothese serait que des modifications post-
traductionnelles des canaux TRPC3 modifient le renouvellement des protéines aux membranes.
Concernant la premiere hypothése sur I'existence d’isoformes TRPC3 chez le rat qui ne seraient
pas détectées en RTgPCR, plusieurs arguments tendent a I'écarter. Malgré |'existence chez
I"'hnomme de trois isoformes protéique de TRPC3 et la grande homologie de séquence avec le
rat (95% d’homologie protéique entre le canal TRPC3 du rat et I'isoforme courte de TRPC3 chez
I’'hnomme), aucun épissage alternatif n’a été certifié chez le rat. A notre connaissance une seule

étude a décrit un épissage alternatif de I'exon 10 du gene rTRPC3 dans le cervelet du rat (Kim
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et al., 2012). Nous avons reproduit leur protocole PCR pour identifier cette isoforme de TRPC3
dans les mémes conditions expérimentales, suivi d’un séquencage des amplicons générés.
L’amplification de I'ensemble des ARNm codant pour TRPC3 des EDL et du cervelet de rats ont
été reverse transcrits. Les ADNc séquencés codaient tous pour la méme forme de TRPC3, une
forme non épissée du canal incluant I’'exon 10, contrairement a ce qui est décrit par I'équipe
de Housley (Kim et al., 2012). L'anticorps monoclonal utilisé en Western-blot est dirigé contre
I"épitope constitué des cent premiers acides aminés du fragment N-ter du canal TRPC3 humain.
Cet épitope est hautement conservé chez ’homme et le rat quelle que soit I'isoforme protéique
humaine. Il est donc probable que dans notre étude, I'ensemble des isoformes du canal TRPC3
du rat (si différentes isoformes existent en effet) ait été détecté a la fois en RTgPCR et en

Western-blot.

Une autre différence importante observée entre les rats DMD™® et les rats sains est
que le poids moléculaire de la protéine TRPC3 détectée dans les EDL de rats dystrophiques est
d’environ 2 kDa supérieur a celui du TRPC3 détecté chez les rats sains. Cette différence de poids
moléculaire pourrait correspondre a I'épissage alternatif d’un exon. Cependant, a nouveau,
I"analyse par RT-PCR et séquencage des ADNc de TRPC3 ont permis d’écarter cette hypothéese.
Nous nous sommes donc posé la question de savoir si les canaux TRPC3 portaient différentes
modifications post-traductionnelles en fonction du phénotype des rats. Ces modifications
comme les glycosylations, les phosphorylations ou les méthylations peuvent influer sur la
stabilité et I'activité du canal ionique. Plusieurs sites de phosphorylation ainsi qu’un site de
glycosylation ont été identifiés dans la protéine TRPC3 (Liu et al., 2020). Nous avons réalisé des
expériences préliminaires afin de déterminer si la différence de poids moléculaire observée de
TRPC3 dans le contexte sain ou dystrophique était due a une différence de glycosylation ou de
méthylation. Nos résultats, bien qu’ils nécessitent des études supplémentaires, suggerent que
TRPC3 serait N-glycosylé dans les fibres musculaires EDL de rats sains et non glycosylées dans
celles du rat DMD™%. Le poids moléculaire apparent plus élevé aprés déglycosylation peut étre
surprenant a premiere vue. En effet, on pourrait plutét s’attendre a une diminution du poids
des protéines une fois un groupement glycosyl enlevé. Cependant la technique de Western-
blot, qui permet une séparation des protéines en fonction de leur poids moléculaire, est aussi
influencée par la conformation des protéines. Il a déja été rapporté que l'ajout de N-

glycosylation pouvait induire une diminution du poids moléculaire apparent d’une protéine
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malgré I"'augmentation de son poids moléculaire réel (Tams et al., 1999). Si la déglycosylation
de TRPC3 chez les animaux dystrophiques était avérée, il est intéressant de noter qu’une telle
modification post-traductionnelle augmenterait I'activité du canal (Dietrich et al., 2003). Dans
ce cas, TRPC3 serait suractivé en plus d’étre surexprimé en absence d’expression de la
dystrophine, les deux phénomeénes concourant a l'augmentation de la SPCa. Plusieurs
techniques permettraient de compléter ces premiéres analyses des modifications post-
traductionnelles du canal TRPC3, comme la spectrométrie de masse par exemple. Une autre
technique pourrait étre I'immunoprécipitation des protéines TRPC3 avec billes couplées a des

anticorps ciblant les phosphorylations, méthylations ou glycosylations.

En tant que canal membranaire, I'adressage de TRPC3 au sarcolemme est nécessaire a
son implication dans la SPCa. Or, différentes études montrent des résultats contradictoires
concernant la localisation des canaux TRPC dans les muscles striés squelettiques (Berbey et al.,
2009; Tajeddine et al., 2010). L'étude de la localisation au sarcolemme ou au réticulum
sarcoplasmique est rendue difficile dans les fibres musculaires par I'étroite proximité entre
leurs deux membranes au niveau des triades. Ainsi, lors d’observations d’images de
fluorescence acquises en microscopie confocale, un signal considéré au centre de la fibre peut
en réalité correspondre a un signal localisé aux tubules T du sarcolemme. Un canal ionique situé
aux tubules T pourrait étre directement impliqué dans l'influx calcique extracellulaire,
contrairement a un canal situé au réticulum sarcoplasmique. C'est pourquoi notre étude s’est
focalisée sur I'analyse de la comparaison de répartition des canaux TRPC1 et TRPC3 entre des
fibres dystrophiques et saines. Notre objectif consistait a déterminer s'il existait une différence
de proportions des canaux TRPC exprimés a la membrane périphérique par rapport au centre
des cellules. La description du centre de la cellule ne fait pas de distinction entre le RS ou les
tubules T. Nos observations n‘ont pas mis en lumiére une différence de localisation
subcellulaire des canaux TRPC1, ni TRPC3 dans les EDL de rats dystrophiques par rapport aux

rats sains.

Nous constatons donc que la surexpression précoce de TRPC3 chez le rat dystrophique
n’est pas associée a une translocation exacerbée du canal depuis des vésicules intracellulaires
vers le sarcolemme. Cela laisse envisager que I'implication de TRPC3 dans I'augmentation de la

SPCa serait d( a la surexpression du canal et/ou a une augmentation de son activité. Cette
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hypothese est appuyée par le fait que Pyr10, inhibiteur tres spécifique de TRPC3, inhibe la SPCa
dans des fibres musculaires de rats dystrophiques. L'implication de TRPC3 dans les
dérégulations calciques observées dans les muscles dystrophigues est appuyée par les travaux
de Millay, qui a montré que la surexpression du canal TRPC3 dans les muscles, suffisaient a
induire un phénotype dystrophigue chez des souris saines (Millay et al., 2009). C’'est pourquoi
nous proposons de cibler TRPC3 dans la DMD pour rétablir ou atténuer les dérégulations

calciques déléteres pour les patients souffrant de DMD.

Afin d’assoir I'intérét thérapeutique de cibler TRPC3 dans la lutte contre la DMD, nous
avons initié I'étude de I'expression de ce canal chez les patients DMD. Bien qu’hétérogenes
entre les trois échantillons de patients myopathes obtenus, les résultats montrent une
surexpression du canal TRPC3 chez au moins un patient DMD. Ces résultats précoces sont
encourageants pour étoffer I'étude par I'augmentation significative du nombre d’échantillons.
En plus d’augmenter du nombre d’échantillons, il serait également intéressant d’étudier la
localisation de TRPC3 dans les fibres musculaires de patients DMD par immunofluorescence. La
confirmation de son expression au sarcolemme chez I'homme serait un argument
supplémentaire a son implication dans I'augmentation de la SPCa. De plus, cette étude de profil
d’expression subcellulaire permettrait de savoir s’il y a d’avantages de canaux recrutés au
sarcolemme des fibres DMD par rapport aux fibres saines. De plus il est a noter que les
échantillons musculaires proviennent de jeunes adultes, et bien que les individus aient moins
de vingt ans, ils sont a un stade avancé de la maladie de Duchenne et présentent des anomalies
de I"homéostasie calcique importantes. Ces anomalies calciques sont également présentes
dans le phénotype DMB, vers lequel les thérapies géniques microdystrophine tendent a amener
les patients DMD. Nous avons d’ailleurs observé que les canaux TRPC3 restaient surexprimés
chez les rats DMD™ malgré un traitement AAVr-MD ayant amélioré leurs fonctions motrices
(Creisméas et al.,, 2021). C'est pourquoi il serait également intéressant d’évaluer le profil

d’expression du canal TRPC3 chez les patients DMB.

Nous avons choisi d’évaluer trois stratégies d’inhibition de TRPC3 sur une lignée
cellulaire HEK293 avant d’envisager des essais chez le modéle animal du rat DMD™. Nous nous
proposons de comparer 'inhibition pharmacologique médiée par Pyr10 a 'expression de deux

transgénes dominants négatifs différents. Le premier mutant TRPC3®N posséde une mutation
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invalidant la perméabilité calcique du canal, tandis que le mutant TRPC3N®" n’est constitué que
du fragment N-terminal de la protéine. Bien que ces outils restent a valider dans un contexte
dystrophique, nous pouvons déja discuter de leurs avantages et inconvénients. L'inhibition
pharmacologique de TRPC3 présente l'avantage d’étre facilement administrable aux rats
DMD™*, avec un mode d’action relativement rapide qui ne dépend que du délai que va mettre
la molécule a atteindre sa cible dans les organes et tissus. D’autres questions peuvent se poser
quant aux propriétés pharmacocinétiques de Pyr10. Il sera nécessaire de les établir si la
molécule devait passer en essai préclinique ou cliniques. Ce principe thérapeutique, malgré ces
avantages, présente un inconvénient majeur. L'administration d’'une molécule
pharmacologique, qu’elle soit orale ou intraveineuse, ne permet pas de cibler spécifiquement
un organe ou une population cellulaire. Le Pyr10 administré peut cibler I'ensemble des canaux
TRPC3 rencontrés dans tout I'organisme, or nous ne cherchons a cibler spécifiquement que les
muscles squelettiques. Une inhibition de TRPC3 de maniere aspécifique dans les organes peut
présenter des risques majeurs d’effet secondaires. TRPC3 est un canal ionique impliqué dans
de nombreuses voies de signalisation cellulaires, notamment du systéeme nerveux et
immunitaire (Aslam and Alvi, 2022; Parenti et al., 2016). L'inhibition de ce canal et de ses
partenaires hors des organes cibles pourrait avoir de graves effets sur le modeéle animal et, a
terme, sur les patients DMD. C'est pourquoi nous avons également choisi une stratégie de
thérapie génique par vecteur AAVr. L'outil AAVr permet de cibler préférentiellement la
transduction de certains tissus et peut étre combiné avec le placement du gene médicament
sous contréle d’un promoteur tissu spécifique (Li et al., 1999; Martari et al., 2009; Salva et al.,
2007). Cette double stratégie permet de minimiser le risque d’effets secondaires par atteinte
« hors cible » du produit thérapeutique. Cependant, il est important de souligner que les
vecteurs AAVr ne sont pas totalement sans risque, puisqu’ils sont notamment connus pour étre
immunogénes (Ronzitti et al., 2020). Un autre inconvénient majeur de "utilisation de vecteurs
AAVr est son colt de production tres élevé. On peut citer a ce sujet le Glybera qui a été
récemment retiré du marché en raison a la fois du faible nombre de patients et de son co(t de
production trés élevé (1,2 MS). Le vecteur AAVr reste malgré tout le vecteur viral aujourd’hui
le plus prometteur pour effectuer un transfert de gene direct in vivo, et a permis la
commercialisation de plusieurs médicaments sur le marché (Glybera, Luxturna, Zolgensma), et

le lancement de plus de 130 essais cliniques dans le monde (clinicaltrials.gov).
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La pertinence de la validation des stratégies d’inhibition rTRPC3PN et rTRPC3N®" pourra
étre améliorée en utilisant d’autre modeles cellulaires que les HEK293. Les cellules HEK293 sont
tres pratiques a I'emploi mais restent les cellules embryonnaires immortalisées, qui ne se
comportent pas comme des cellules musculaires, que nous voulons cibler. Nous possédons au
laboratoire une banque de cellules immortalisées de myoblastes de rats, les cellules L6. Ces
cellules peuvent étre placées dans des conditions induisant la différentiation pour fusionner et
former des myotubes. Cela nous permettrait de réaliser les tests d’inhibitions sur des cellules
plus proches des cellules musculaires que nous souhaitons traiter a terme. Un autre type de
cellules est disponible depuis peu au laboratoire, il s’agit de cellules iPS de patients DMD et
d’individus sains. Ce modele cellulaire est actuellement en cours d’étude dans I'équipe de Jean-
Baptiste Dupont. Son objectif est de mettre au point des organoides in vitro idéalement pour
simuler des muscles squelettiques en trois dimensions. Cet outil constituerait un excellent
modele pour les essais de stratégies thérapeutiques du muscle squelettique, en particulier sur
la DMD grace aux souches d’iPS issues de patients Duchenne. Avec la mise au point de ces
organoides contractiles, nous pourrions valider nos transgénes dominants négatifs sur fond
génétique sain et dystrophique. L'intérét majeur que pourrait présenter ces organoides, au-
dela d’étre constitués de cellules humaines, serait d’améliorer la différenciation in vitro et peut-
étre de pouvoir ainsi y retrouver les anomalies calciques de la DMD. Un tel modeéle serait idéal
pour obtenir la preuve de concept de nos outils d’inhibition sans utiliser un modele animal,
dans un premier temps. Il reste cependant a ce jour a les obtenir de fagon reproductible et a

évaluer quelle méthode utiliser pour les transfecter ou transduire.

Apres la validation des transgenes dominants négatifs in vitro, nous pourrons produire
des vecteurs AAVr-TRPC3™Ut (AAVr-TRPC3PN ou AAVr-TRPC3N®N) et démarrer des essais
précliniques sur le modéle du rat DMD™®. Compte tenu des limites rencontrées avec les
traitements AAVr-MD sur le rat DMD™® concernant la persistance des anomalies calciques,
nous envisageons également de les combiner avec la stratégie d’inhibition de TRPC3. Une
premiére stratégie qui peut étre envisagée est la double injection d’AAVr-TRPC3™ avec des
AAVr-MD. Cette stratégie présente cependant l'inconvénient de devoir doubler la dose
thérapeutique de vecteur AAVr administrée, et ainsi d’exacerber la réponse immunitaire anti-
capside. Comme décrit précédemment, les essais cliniques utilisant les vecteurs AAVr ont

permis d’établir une corrélation entre les réactions du systéeme immunitaire et la dose de
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vecteurs injectée et pouvaient étre dangereuses pour les patients (Mingozzi et al., 2009;
Nathwani et al., 2011). Cela nous améne a proposer la conception d’un vecteur AAVr codant a
la fois pour une MD et un transgene dominant négatif TRPC3. Conscients de la limite
d’encapsidation des vecteurs AAVr, le design de la séquence a inclure dans la cassette
d’expression doit étre travaillé. Une possibilité serait de choisir une MD dont |a taille optimisée
de la séquence codante permet l'inclusion du transgéne dominant négatif TRPC3V®", seul
mutant assez court (909 kb) pour étre co-inclus dans une cassette d’expression AAVr. Les
travaux de thése de Audrey Bourdon au laboratoire ont permis de générer une cassette
d’expression MD1 optimisée de 4256 pb (Thése Bourdon 2020 « Impact de l'inclusion du
domaine C-terminal de la dystrophine sur |'efficacité d’'une microdystrophine dans le cadre
d’une thérapie génique de la Dystrophie Musculaire de Duchenne », figure 28, page 110). Cette
cassette est constituée des deux ITR codés par 260 pb, du promoteur synthétique muscle
spécifique spc5.12 mesurant 323 pb, de la MD1 3612 pb et du signal de polyadénylation pCl-
Neo de 49 pb (Figure 35). Une cassette hypothétique d’expression de MD1 et TRPC3N*" peut
étre imaginée en utilisant la séquence P2a et pourrait mesurer 5219 pb en conservant le
promoteur spc5.12. Cette longueur de cassette d’expression est théoriqguement trop élevée
pour permettre une encapsidation dans le vecteur AAVr, mais reste optimisable. Une premiére
stratégie pourrait viser |'optimisation de la taille du promoteur spc5.12 ou d’un autre
promoteur muscle spécifiqgue, comme ceux dérivés du promoteur Mck par exemple
(Skopenkova et al., 2021). L'autre possibilité serait de déterminer la taille minimale permettant
de conserver |'efficacité de TRPC3N®", Une telle approche pourrait permettre de réduire la taille
du transgene codant pour le canal mutant dominant négatif ce qui faciliterait son
encapsidation. Une autre approche consisterait en la conception d’un vecteur codant pour un
ShRNA (small hairpin ARN). Cette technique permet d’induire, par ARN interférence, une
inhibition stable ou transitoire du gene cible serait adaptée pour l'inhibition de TRPC3. Les
shRNA ont I'avantage de ne coder que de courtes séquences nucléotidigues de moins de 30
paires de bases. Lors de la transcription de ces shRNA, |la forme double brin de 'ARN est
reconnue par la machinerie cellulaire et va étre prise en charge par les protéines Dicer et
Drosha pour cliver et maturer le siRNA (small interference ARN). Le complexe protéique RISC
se complexe alors au siRNA et peut aller cliver les ARNm complémentaires a la séquence siRNA

(Svoboda, 2020). En raison du peu de place que nécessite les shRNA dans une cassette
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d’expression, nous pouvons imaginer que cet outil peut aisément étre ajouté en supplément

d’une MD dans un vecteur AAVr.

Cassette d’expression MD1

ITR spc5.12 MD1 ITR
130 pb [323pb 3612 pb 130 pb
== 4256ph ========== >

Cassette d’expression MD1 - TRPC3™"

TR spc5.12 MD1 P2a  TRPC3M® ITR
130 pb [323'pb 3612 pb 66 pb 909 pb - 130 pb
et 5219pb == === === === - === >

Figure 35 : Schéma représentant la taille cassette d’expression de I'’AAVr-MD1, et de I'’AAVr-MD1-TRPC3™4t hypothétique

La taille de la cassette d’expression MD1 est de 4 256 pb, et la taille de la cassette d’expression hypothétique de MD1 - TRPC3mut
est de 5 219 pb. ITR : Inverted-Terminal Repeat, P2a : Peptide autoclivant 2, spc5.12 : promoteur synthétique spécifique du
muscle. Adapté de la These Bourdon 2020 « Impact de I'inclusion du domaine C-terminal de la dystrophine sur I’efficacité d’une

microdystrophine dans le cadre d’une thérapie génique de la Dystrophie Musculaire de Duchenne », figure 28, page 110

Dans I'équipe, et toujours en rapport avec son inhibition, nous étudions I'expression et
I'interaction de TRPC3 avec Nox2. Dans les cardiomyocytes, des travaux ont montré que
I"association Nox2 et TRPC3 était exacerbée dans un contexte de Iésion cardiaque (Kitajima et
al., 2016; Oda et al., 2017). Cette association exacerberait la production de ROS dans les
cardiomyocytes et protegerait TRPC3 de la dégradation par le protéasome, favorisant ainsi son
accumulation aux membranes. Ce mécanisme pourrait expliquer la surexpression apparente du
canal TRPC3 dans les muscles EDL de rat DMD™ sans que |'expression des ARNm soit modifiée.
La protéine Nox2 est une des principales sources de ROS lors des contractions musculaires et
son activité est exacerbée dans les muscles dystrophiques (Pal et al., 2014; Whitehead et al.,
2010). Des études ont ciblé I'inhibition de Nox2 chez la souris mdx avec |'objectif de diminuer
la SPCa (Loehr et al., 2016; Pal et al., 2014). Pour cela ils ont généré un modele de souris mdx
dont le géne codant pour la sous-unité p47°P"%* de Nox2 est inactivé. Ils ont montré que la
diminution de ROS produits par Nox2 permettait la réduction de I'influx calcique extracellulaire.
La réduction de production de ROS par Nox2 protegerait également la fonction musculaire chez

les souris dystrophiques. C'est pourquoi il est intéressant d’étudier I'expression de Nox2 dans
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le modeéle du rat DMD™, plus pertinent pour I'étude de la DMD que la souris mdx. Si les
dérégulations de Nox2 se confirment chez le rat dystrophique, il serait intéressant d’étudier
son interaction avec TRPC3 dans le muscle squelettique, qui n’a jamais été vérifié dans ce
contexte. De plus si I'expression de Nox2 est exacerbée dans le muscle dystrophique de rat et
qu’elle perdure malgré un traitement AAVr-MD, il pourrait devenir la cible de nouvelles
stratégies d’inhibition. Des outils d’inhibition de Nox2 existent, comme [|inhibiteur
pharmacologique apocynin (Khairallah et al., 2012), et le transgéne dominant négatif de p22P"ox
qui est une sous unité de Nox2, mais d’autres peuvent étre concus comme via |"utilisation de
shRNA, par exemple. De la méme maniere que pour TRPC3 afin de cibler les anomalies calciques
dans le contexte DMD, nous pouvons imaginer un vecteur AAVr codant a la fois pour une MD
ainsi que pour 'un des outils d’inhibition de Nox2. Ces pistes de recherche sont actuellement
prises en charge par Arthur Cens qui effectue actuellement son stage de Master 2 au

laboratoire et que j'ai formé en partie.

Bien que nous ayons montré qu’un inhibiteur spécifique de TRPC3, Pyr10, permet de
rétablir un influx calcique normal dans les EDL de rats dystrophiques, nous ne pouvons rejeter
la possibilité que d’autres canaux puissent étre impliqués dans ces dérégulations calciques.
Nous pensons d’abord aux autres canaux TRPC décrits dans les muscles striés qui
s’hétéromérisent avec TRPC3, comme TRPC1, TRPC6 ou TRPC7, ou d’autres protéines
impliguées dans I'homéostasie calcique, comme |"échangeur NCX1 (Alvarez et al., 2008;
Alvarez-Miguel et al., 2017; Doleschal et al., 2015). D’autres part, des travaux ont remis en
question la spécificité du Pyr10, en montrant qu’il serait en réalité un inhibiteur de TRPC6 plut6t
que de TRPC3 (Alvarez-Miguel et al., 2017). Dans ces travau, il est précisé que Pyr10 serait plus
sélectif des hétérotétrameres contenant TRPC6 que des homotétrameres TRPC3,
contrairement a ce que d’autres études ont décrit (Alkhani et al., 2014; Schleifer et al., 2012).
L'offre d’inhibiteurs spécifiques des TRP pouvant s’associer a TRPC3 pour former un canal
fonctionnel reste par ailleurs faible. D’autre part, comme nous avons pu en faire I'expérience,
les anticorps commerciaux disponibles pour révéler les différents TRP sont souvent peu fiables.
Il est donc nécessaire d’essayer les différents anticorps de plusieurs fournisseurs si on veut
étudier I'expression d’un canal TRP donné et de multiplier les contréles, positifs comme
négatifs. Cet aspect est particulierement prégnant lors de I'étude de 'expression de canaux

TRP, méme s'il ne lui est pas spécifique. L'étude de ces canaux dans des systéemes
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principalement hétérologues, ou les canaux sont surexprimés, rend aussi difficile
I"extrapolation des conclusions sur le réle de ces canaux TRPC endogénes dans I'organisme.
Tous ces éléments expliquent les nombreuses ambiguités qui persistent concernant la
régulation par la multimérisation des canaux TRPC, et TRP en général. Dans le contexte de la
DMD, des phénomenes restent a éclaircir, notamment en ce qui concerne la cascade de
mécanismes moléculaires liée a I'absence de dystrophine. Comprendre la relation précise entre
I’'absence de la dystrophine et les dérégulations calciques qu’elle induit, permettrait d'imaginer
de nouvelles stratégies thérapeutiques pour améliorer la santé des patients DMD, tant que
nous ne pouvons pas les guérir. Une étude exhaustive sur les partenaires des canaux TRPC dans
le muscle squelettique et le coeur dans un contexte dystrophique serait intéressante dans ce
but, et pourrait aider a la compréhension d’autres maladies musculaire concernées par des

dérégulations calciques.

L'ensemble des travaux dans lesquels s’inscrit cette thése, participe a la recherche et a
I'optimisation des stratégies thérapeutiques pour améliorer la vie des patients DMD. Les
thérapies AAVr-MD prometteuses, peuvent étre associées a des stratégies thérapeutiques
ciblant les anomalies calciques déléteres pour les muscles et le coeur chez les patients atteints
par la dystrophie musculaire de Duchenne. Nous proposons de réaliser la preuve de concept

de ces stratégies thérapeutiques en ciblant I'inhibition du canal calcique TRPC3.
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Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a muscle wasting disorder caused by mutations in the gene encoding dystrophin. Gene
therapy using micro-dystrophin (MD) transgenes and recombinant adeno-associated virus (rAAV) vectors hold great promise. To
overcome the limited packaging capacity of rAAV vectors, most MD do not include dystrophin carboxy-terminal (CT) domain. Yet,
the CT domain is known to recruit al- and B1-syntrophins and a-dystrobrevin, a part of the dystrophin-associated protein complex
(DAPC), which is a signaling and structural mediator of muscle cells. In this study, we explored the impact of inclusion of the

dystrophin CT domain on AR4-23/ACT MD (MD1), in DMD™ rats, which allows for relevant evaluations at muscular and cardiac
levels. We showed by LC-MS/MS that MD1 expression is sufficient to restore the interactions at a physiological level of most DAPC
partners in skeletal and cardiac muscles, and that inclusion of the CT domain increases the recruitment of some DAPC partners at
supra-physiological levels. In parallel, we demonstrated that inclusion of the CT domain does not improve MD1 therapeutic efficacy
on DMD muscle and cardiac pathologies. Our work highlights new evidences of the therapeutic potential of MD1 and strengthens

the relevance of this candidate for gene therapy of DMD.

Gene Therapy; https://doi.org/10.1038/s41434-022-00317-6

INTRODUCTION
Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a fatal X-linked degen-
erative neuromuscular disease affecting =1:5,000 male births [1].
DMD is caused by mutations in the DMD gene coding for
dystrophin, a large sub-sarcolemmal protein (427 kDa) essential
for the integrity of muscular fibers in skeletal and cardiac muscles
[2]. Dystrophin comprises four structural regions: an actin-binding
N-terminal (NT) domain, a central rod domain with 24 spectrin-like
repeats and four hinges, a cysteine rich (CR) domain, and a
carboxy-terminal (CT) domain. In myofibers, dystrophin plays a
central role in the dystrophin-associated protein complex (DAPC)
by maintaining the structural link between the actin cytoskeleton
and the extracellular matrix, and by recruiting regulatory and
signaling proteins (Fig. 1A) [3]. Its loss leads to DAPC disruption [4],
susceptibility to contraction-induced injuries and replacement of
muscle cells by connective (fibrosis) and adipose tissue, resulting
in progressive loss of muscle function and cardiac involvement [5].
Recombinant adeno-associated virus vectors (rAAVs) hold great
promise for DMD gene therapy, as they allow efficient

transduction of skeletal and cardiac muscles [6] and a long-term
in vivo transgene expression [7]. One caveat is that rAAVs have
limited packaging capacity of <5kb [8] while full-length dystro-
phin cDNA is >14 kb in length. To overcome this DNA packaging
limitation of rAAVs, several micro-dystrophin (MD) transgenes
containing essential dystrophin functional domains have been
developed [9, 10]. The rationale for the use of MDs to treat DMD
patients is that Becker Muscular Dystrophy (BMD) patients who
carry in-frame deletions that naturally produce MDs, exhibit a
milder dystrophinopathy [11]. Several studies have shown body-
wide expression and therapeutic efficacy of MDs in DMD animal
models (mdx mice, DMD™ rats and DMD dogs) following a single
systemic administration of rAAV-MD vectors [12-24]. Based on
these data, three clinical trials of systemic rAAV-MD gene therapy
were initiated in DMD patients in the USA in 2017/2018. Three
different MD transgenes are used in these clinical trials: AR4-23/
ACT, AR3/AR4-21/ACT and AR2-15/AR18-22/ACT [18]. First results
of the clinical trials using the AR4-23/ACT MD and the AR3/AR4-
21/ACT MD showed safe and efficient expression of the transgene,
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Fig. 1 Structure of the dystrophin associated protein complex
and of the different micro-dystrophin constructs evaluated in this
study. A Schematic representation of the Dystrophin Associated
Protein Complex (DAPC). Dystrophin plays a central role in the
maintenance of muscle membrane integrity and the recruitment of
regulatory and signaling proteins. B Schematic representation of the
dystrophin protein structure (with focus on the CT domain) and of
the different micro-dystrophin (MD) constructs evaluated in this
study. MD1 is deleted of CT domain (exons 71-78) except that it
contains the last three amino acids of exon 79 of dystrophin. MD2
contains helix 1 (H1) of the coiled-coil motif of CT domain, with the
interaction domains for al1- and p1- SNT and «-DTN, MD3 contains
the entire coiled-coil motif (H1+H2) of CT domain, and MD4
contains the entire dystrophin CT domain. C Schematic representa-
tion of the structure and size of the expression cassettes generated
to produce rAAV2/9-MD vectors. Each MD cDNA sequence was
subcloned into a pAAV plasmid that contained the 323 bp muscle-
synthetic Spc5.12 promoter, a synthetic polyadenylation signal of 49
bp, and two flanking inverted terminal repeat (ITR) sequences of
130 pb from AAV serotype 2. The size of the resulting MD1, MD2,
MD3 and MD4 expression cassettes were 4538 bp, 4721 bp, 4833 bp
and 5114 bp, respectively.

associated with clinical improvements at one year post-injection
[25, 26].

Notably, none of these constructs contain the dystrophin CT
domain, which constitutes a large portion of the native protein
(325 aa long and =36kDa), and which is highly conserved
between species [27]. It is known to interact directly with al- and
B1-syntrophins [28] (SNT) (binding site encoded by exon 74 of the
DMD gene) and a-dystrobrevins [29] (a-DTN) (binding site on the
helix 1 of the coiled-coil domain encoded by exons 74 and 75 of
the DMD gene). These proteins play a major role in DAPC as a-DTN
helps to strengthen the link between dystrophin and the
sarcolemma through the sarcoglycan complex [30], while the
SNT adaptor proteins help localize intracellular signaling proteins
[31] such as sodium voltage-gated (NaV) [32] channels, transient
receptor potential (TRP) [33-35] channels and neuronal nitric
oxide synthase (nNOS) [36] (Fig. 1A). However, it was shown that
the expression of a mini-dystrophin without CT domain in a
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transgenic mdx mouse allows restoration of expression of SNT and
a-DTN at the sarcolemma of skeletal muscles, even in the absence
of a direct link to dystrophin [37]. As a consequence, and due to
the DNA packaging limitation of rAAV, inclusion of the 975 bp CT
coding sequence in MD transgenes was dropped early in the
development of many variants. However, regions in the CT
domain encoded by exons 71-74 seem required to restore a
normal expression level of al- SNT [37]. In addition, one study
showed that inclusion of helix 1 of the CT coiled-coil domain in
MD1 facilitates increased expression of al-SNT and a-DTN at the
sarcolemma of skeletal muscle and increased muscle resistance to
lesions induced by contraction [38]. To date, investigations on the
role of the dystrophin CT domain has focused on skeletal muscles
as the DMD animal model for these studies was the common mdx
mouse, which shows minimal and late cardiac pathology [39].
Nevertheless, a recent genotype/phenotype correlation study
conducted in 274 patients raised the possibility that the
dystrophin CT domain may have a cardioprotective role [40].
Proteomics analysis also showed differences in DAPC composition,
especially for some SNT and DTN isoforms, between skeletal
muscle and heart in mouse [41]. Therefore, the precise impact of
the inclusion of the dystrophin CT domain in a MD construct,
remains to be explored, especially in the heart. The efficacy of MD
expression on the DAPC recovery is classically evaluated by
immunolabeling of the known DAPC partners. However, this
method only provides information on the sarcolemmal colocaliza-
tion of known proteins of the DAPC. Mass spectrometry (MS)
analysis of MD enriched fractions by co-immunoprecipitation (co-
IP) allows the identification of the MD interactome with DAPC
partners whether known or not [41].

Moreover, the availability of the newly developed DMD™® rat
model, which exhibits systematic and stepwise severe phenotypes
in both skeletal and cardiac muscles, close to what occurs in DMD
patients [42], enables the functional exploration of new MD
variants in a relevant model of DMD.

In this study, we evaluated for the first time the impact of
inclusion of the dystrophin CT domain to AR4-23/ACT MD (also
called “MD1") when using rAAV-based gene transfer. Specifically,
we evaluated, in both skeletal and cardiac muscles, (i) the DAPC
composition and (ii) the therapeutic efficacy after injection of
rAAV-MD1 +/— CT in DMD™® rats. We show by liquid chromato-
graphy coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
analysis that, despite the absence of the dystrophin CT domain,
MD1 can restore a normal level of interaction with most DAPC
partners (including SNT and a-DTN) in both skeletal and cardiac
muscles of DMD™ rats. Surprisingly, the partial or complete
inclusion of the CT domain to MD1 results in a supra-physiological
association with some of these partners. At the functional level, we
were unable to demonstrate that incorporation of the coil-coiled
motif of the dystrophin CT provides a therapeutic benefit to MD1
in DMD™% rats. This work strengthens the highly therapeutic
potential of MD1 for systemic rAAV-MD gene therapy for DMD.

MATERIALS AND METHODS

Vector design and production

Murine-specific cDNA sequences of optimized MD version 1 and 2 (MD1 and
MD2) have been previously described [13, 38]. The versions 3 and 4 (MD3
and MD4) were generated from these previous constructs [27]. The MD1
cDNA is deleted of spectrin-like repeat domain 4 to 23 and CT domain (exons
71-78) and contains the last three amino acids of exon 79 of dystrophin
followed by three stop codons [13]. Based on this MD1 construct, the MD2
cDNA contains helix 1 of the coiled-coil motif of the CT domain of dystrophin
[38], the MD3 cDNA contains the entire the coiled-coil motif (helix 1 and 2)
and the MD4 cDNA contains the entire CT domain of dystrophin. Each
murine MD cDMNA sequence was subcloned into a pAAV plasmid that
contained the 323 bp muscle-synthetic Spc5.12 promoter [43], a synthetic
polyadenylation signal of 49bp obtained from the pCl-neo plasmid
(Promega, Madison, WI), and two flanking inverted terminal repeat (ITR)
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sequences of 130 pb from AAV serotype 2. The sizes of the resulting MD1,
MD2, MD3 and MD4 expression cassettes (including Spc5.12 promoter,
pCl-Neo polyA, and ITRs) were 4538 bp, 4721 bp, 4833 bp and 5114 bp,
respectively (Fig. 1C). Recombinant pseudotyped AAV2/9-MD vectors
were produced by the Vector Core of the UMR 1089 (CPV, INSERM and
University of Nantes) by transient transfection of HEK293 cells followed by
purification on cesium chloride density gradients. Final vectors were
concentrated and formulated in Dulbecco’s phosphate-buffered saline
(DPBS, Fisher Scientific, lllkirsch, France), sterile filtered, aliquoted and
frozen at <70 °C. Vector genome titers (vg/mL) were determined using a
qPCR assay specific for ITR2 [44]. Infectious particles (ip) titer (ip/mL) were
determined using an Infectious Center Assay (ICA) [45].

Animals and vector delivery protocols

Study to assess the impact of the dystrophin CT domain on the DAPC
composition. A total of 21 DMD™ rats and 4 Sprague Dawley WT rats
(littermates) were used in this study. Animals were randomly assigned to
the different experimental groups. They were obtained from the UTE IRS2
(University of Nantes, France). They were handled and housed in the UTE
IRS2. The Institutional Animal Care and Use Committee of the Région des
Pays de la Loire (University of Angers, France) as well as the French Ministry
for National Education, Higher Education and Research approved the
protocol (authorization #2018102616384887). Each vector (MD1, MD2,
MD3 and MD4) was administrated without anesthesia to 4 newborn
DMD™ rats (between 4 and 6 days of age) by intraperitoneal (IP) injection
of 1.2E14 vg/kg (for rAAV-MD1, MD2 and MD3 vectors) or 2.4E14 vg/kg (for
rAAV-MD4 vector). Prior injection, the rAAV vectors were diluted in DPBS
vehicle solution to obtain a fixed total volume corresponding to 20 mL of
perfusate per kg of animal. These animals were euthanized 4.5 months
post-injection by CO2 inhalation. Three 2-month-old DMD™ rats were
also injected intramuscularly in the tibialis anterior muscle with a total of
1E12 vg of the rAAV/MD4 vector, after anesthesia. These animals were
euthanized 7.5 months post-injection by CO2 inhalation.

Study to assess the impact of the coil-coiled motif of the CT domain of
dystrophin in DMD™ rats. A total of 40 DMD™ rats and 10 Sprague
Dawley WT rats (littermates) were used in this study. Animals were randomly
assigned to the different experimental groups. They were obtained from the
Boisbonne Center for Gene Therapy (ONIRIS, Nantes, France). They were
handled and housed in the Boisbonne Center for Gene Therapy. The
Institutional Animal Care and Use Committee of the Région des Pays de la
Loire (University of Angers, France) as well as the French Ministry for National
Education, Higher Education and Research approved the protocol (author-
ization #2017040616371353). Prior injection, the rAAV vectors were diluted in
DPBS vehicle solution to obtain a fixed total volume corresponding to 15 mL
of perfusate per kg of animal. Injections were performed without anesthesia
but under analgesic premedication. Vector or its vehicle was administered at
the age of 1 month by the intravenous route in a tail vein. Animals were
sacrificed after 3 months of follow-up. After anesthesia and incision of the
abdomen, whole blood was obtained at the level of the vena cava and
euthanasia was performed by intravenous injection of pentobarbital sodium
(Dolethal, Vetoquinol, Paris, France). For animals dedicated to ex-vivo sketetal
muscle contractility analysis and calcium measurements, euthanasia was
performed by section of the heart, after anesthesia.

Co-immunoprecipitations

Antibody production from hybridomas (DSHB, University of lowa), protein
extractions and immunoprecipitations were performed as previously
described [41]. Briefly, MANEX1011B (clone 1C7, developed by Glenn E.
Morris, Center for Inherited Neuromuscular Disease, RJAH Orthopedic
Hospital, Oswestry, UK) or control MW8 (developed by Paul H. Patterson,
Division of Biology, California Institute of Technology, Pasadena, CA)
antibodies were incubated with magnetic Dynabeads protein G (Invitro-
gen, lllkirsch-Graffenstaden, France; 1.2 mg antibody per 1 mL beads) in
100 mM sodium phosphate (pH 5.0) overnight at 4 °C. Antibodies were
cross-linked to the beads by incubation in 0.2 M Triethanolamine (Fisher
Scientific, lllkirsch, France) containing 20mM dimethyl pimelimidate
(Fisher Scientific, lllkirsch, France) for 30 min at 20 °C.

Right after sacrifice, pectoralis muscles (for rats injected via the IP route
and non-injected rats) or tibialis anterior muscles (for rats injected via the
IM route) and heart were dissected and 100mg of tissues were
homogenized for protein extraction (Fig. S2). This amount of tissue
provided enough material for one experimental co-IP and one control co-
IP from the same protein homogenate. Tissues were homogenized 1:10 w/
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v in ice cold extraction Buffer (1% digitonin (Fisher Scientific, lllkirsch,
France), 0.05% NP-40 (IGEPAL CA-630, Sigma-Aldrich, Saint Quentin
Fallavier, France), NaCl 150 mM (VWR International, Fontenay sous Bois,
France), Tris 50 mM, pH 74 (VWR International, Fontenay sous Bois,
France)) with Complete Protease Inhibitors and PhosSTOP (Roche
Diagnostics, Meylan, France) using the PowerGen 125 homogenizer (Fisher
Scientific, lllkirsch, France). Proteins were extracted on ice for 1h,
centrifuged at 80,000 g for 30 min and supernatant was pre-cleared with
protein G agarose beads (Invitrogen, lllkirsch-Graffenstaden, France).
Protein concentration was determined with the DC Protein Assay (Bio-
Rad, Marnes-la-Coquette, France). Antibody conjugated beads were
incubated with 2-2.5mg protein at +4°C for 3 h, washed in ice cold
extraction buffer without digitonin, and proteins were eluted in 2% SDS
(Sigma=Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France), 100mM DTT
(Sigma=-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) for LC-MS/MS analysis.

LC-MS/MS

A total of 15 pL of the eluents were taken for trypsin digestion. First, 9 pL of
10% SDS (Affymetrix, Cleveland, OH) in 100 mM TEAB (Triethylamonium
bicarbonate, Sigma, Saint Louis, MO) was added to the samples to make
the final concentration of SDS at 5%. 5 pL of 5 pg/uL DTT (FisherScientific,
Pittsburg, PA} in 50 mM ammonium bicarbonate (ABC, J.T Baker, purchased
through FisherScientific, Pittsburg, PA) solution was added and the sample
was incubated at 65 °C for 15 min followed by addition of 5 uL of 50 mM
ABC containing 15pg/pL iodoacetamide (Acros, purchased through
FisherScientific, Pittsburg) followed by incubation at RT for 30 min in the
dark. Samples were then acidified by adding 12% phosphoric acid (Sigma,
St. Louis, MO) (1:10 v/v acid to sample). 165 pL of TEAB (Triethylammonium
bicarbonate, 1 M)/MeOH (FisherScientific, Pittsburg, PA) (10:90v/v) was
added to the samples. Samples were then loaded to S-trap (Protifi,
Farmingdale NY) and centrifuged at 4000 g for 3 min (at + 4 °C) to remove
supernatant. 150 uL of TEAB (Triethylamonium bicarbonate, 1 M)/MeOH
(10:90 v/v) was added to the trap as wash solution and the trap was
washed 5 times. After the final wash, 30 pL of sequencing grade trypsin
(33 ng/uL, Promega. Madison, WI) dissolved in 50 mM TEAB was added and
the digestion was carried on O/N at 37 °C. The following day, peptides
were eluted from the trap by adding 40 uL of 50 mM TEAB, 0.1% formic
acid (FA, FisherScientific, Pittsburg, PA) in water and 0.1% FA in Acetonitrile
(FisherScientific, Pittsburg, PA) (50:50), sequentially. The eluted peptides
were pooled together and dried in a vacufuge and resuspended in 20 plL of
50 mM acetic acid solution (FisherScientific, Pittsburg, PA).

Mano-liquid chromatography-nanospray tandem mass spectrometry
(Nano-LC/MS/MS) of protein identification was performed on a Thermo
Scientific orbitrap Fusion mass spectrometer equipped with an nanospray
FAIMS Pro™ Sources (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) operated in
positive ion mode. Samples (6 pL) were separated on an easy spray nano
column (PepmapTM RSLC, C18 3 pu 100 A, 75 pum x 150 mm Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA) using a 2D RSLC HPLC system (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Each sample was injected into the p-
Precolumn Cartridge (Thermo Scientific) and desalted with 0.1% Formic
Acid in water for 5 min. The injector port was then switched to inject and
the peptides were eluted off of the trap onto the column. Mobile phase A
was 0.1% Formic Acid in water and acetonitrile (with 0.1% formic acid) was
used as mobile phase B. Flow rate was set at 300 nL/min. mobile phase B
was increased from 2% to 16% in 105 min and then increased from 16% to
25% in 10 min and again from 25% to 85% in 1 min and then kept at 95%
for another 4 min before being brought back quickly to 2% in 1 min. The
column was equilibrated at 2% of mobile phase B (or 98% A) for 15 min
before the next sample injection.

MS/MS data was acquired with a spray voltage of 1.95 KV and a capillary
temperature of 305°C is used. The scan sequence of the mass spectro-
meter was based on the preview mode data dependent TopSpeed™
method: the analysis was programmed for a full scan recorded between m/
z 375-1500 and a MS/MS scan to generate product ion spectra to
determine amino acid sequence in consecutive scans starting from the
most abundant peaks in the spectrum in the next 3 s. To achieve high mass
accuracy MS determination, the full scan was performed at FT mode and
the resolution was set at 120,000 with internal mass calibration. Three
compensation voltage (cv = —50, —65 and —80v) were used for samples
acquisition. The AGC Target ion number for FT full scan was set at 4 x 10E5
ions, maximum ion injection time was set at 50 ms and micro scan number
was set at 1. MSn was performed using HCD in ion trap mode to ensure the
highest signal intensity of MSn spectra. The HCD collision energy was set at
32%. The AGC Target ion number for ion trap MSn scan was set at 3.0E4
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ions, maximum ion injection time was set at 35 ms and micro scan number
was set at 1. Dynamic exclusion is enabled with a repeat count of 1 within
60s and a low mass width and high mass width of 10 ppm.

Peptide sequence analysis

Data were searched using Mascot Daemon by Matrix Science version 2.7.0
(Matrix Science, Boston, MA) via ProteomeDiscoverer (version 2.4 Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA) against the most recent Uniprot rat databases.
Customized database was constructed by replacing dystrophin with the MD
sequences to specifically identify and quantify the synthetic MD. The mass
accuracy of the precursor ions was set to 10 ppm, accidental pick of 1 13C
peaks was also included into the search. The fragment mass tolerance was
set to 0.5 Da. Carbamidomethylation (Cys) was used as a fixed modification
and considered variable modifications were oxidation (Met) and deamidation
(N and Q). Four missed cleavages for the enzyme were permitted. A decoy
database was also searched to determine the false discovery rate (FDR) and
peptides were filtered according at 1% FDR. Proteins identified with at least
two unique peptides were considered as reliable identification. Any modified
peptides are manually checked for validation.

Label-free quantification

Label-free quantitation was performed using the spectral count approach.
Scaffold (Proteomic Software, Inc., Portland, OR) was used for data analysis
and calculation of emPAl (Exponentially Modified Protein Abundance
Index) values to estimate abundance of each identified protein within the
total set of identified proteins [46, 47]. This index is an exponential form of
the number of observed peptides divided by the number of all possible
tryptic peptides from a particular protein.

Two Scaffold files were generated for DAPC selection and to remove
contaminating proteins from the MS analysis of co-IP samples from skeletal
muscles and heart. Control co-IP samples using the MW8 antibody were
grouped in the lgG_co-IP category (n =20 for skeletal muscle and n=19 for
heart). Co-IP samples from non-injected WT rats using MANEX1011B antibody
were grouped in “WT_DYS_co-IP" category (N = 4). Finally, co-lP samples from
rAAV9_MD injected DMD™ rats using MANEX1011B antibody were grouped
in four categories: MD1_DYS_co-P (N=4), MD2_DYS_co-P (N=4), MD3_
DYS_co-IP (N=4) and MD4_DYS_co-IP (N =4 for skeletal muscles and N=3
for heart). In these two scaffold files, emPAls (non-normalized) were calculated
for each identified protein within the total set of identified proteins. Then, a
quantitative profile was generated by a variance analysis (ANOVA). Proteins
with no significant change of quantitative profile between the different
categories and a significant enrichment in IgG_co-IP were considered as
background proteins and removed from DAPC selection. Proteins with a
significant enrichment in the WT_DYS_co-IP and/or MD_DYS_co-IP categories
were selected as potential DAPC proteins. emPAl values of each selected
protein were used to perform a 2-way ANOVA followed by a multiple
comparison post-hoc “original FDR method of Benjamini and Hochberg” test
between WT_DYS_coHP and IgG_coIlP samples. Proteins with significant
difference (Q-value or corrected P < 0.05) between WT_DYS_co-IP and IgG_co-
IP categories were identified as specific DAPC proteins. Statistics were
performed using GraphPad Prism 8.

Two new Scaffold files were generated for the comparison of selected
DAPC proteins abundance between WT_DYS_co-lP, MD1_DYS_co-IP,
MD2_DYS_co-IP, MD3_DYS_co-IP and MD4_DYS_co-IP experimental
groups. In these files, IlgG_co-IP samples were removed and normalized
emPAl values were calculated for each previously selected DAPC proteins
of WT_DYS_co-IP, MD1_DYS_co-IP, MD2_DYS_co-IP, MD3_DYS_co-IP and
MD4_DYS_co-IP samples. Then, relative abundance of these DAPC partners
were calculated using corresponding MD/dystrophin normalized emPAI.
Relative abundances of each protein were compared between
WT_DYS_co-IP, MD1_DYS_co-IP, MD2_DYS_co-IP, MD3_DYS_co-IP and
MD4_DYS_co-IP experimental groups by a 2-way ANOVA followed by a
multiple comparison post-hoc “original FDR method of Benjamini and
Hochberg”. Statistics were performed using GraphPad Prism 8. Q-values
(corrected P value) <0.05 were considered statistically significant.

Individual values of emPAIl (non-normalized, normalized, and relative to
MD/dystrophin normalized emPAl), as well as percentages of coverage,
and numbers of unique peptides obtained for each analyzed sample, are
available in Tables 54-57.

Vector biodistribution analysis
Just before sacrifice, whole blood was collected from anesthetized rats in
tubes containing EDTA as an anticoagulant, aliquoted in human DNA-free,
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RMAse/DNAse-free, and PCR inhibitor-free certified microtubes, and stored
at =—70°C before DNA extraction. Genomic DNA (gDNA) was extracted
from 200 pL of whole blood using the NucleoSpin~ Blood kit (Macherey
Nagel, Hoerdt, France) according to the manufacturer’s instructions, which
were adapted for a Microlab STAR Line liquid handling workstation
(Hamilton, Villebon sur Yvette, France). gDNA was extracted from snap-
frozen biceps femoris, pectoralis and EDL muscles, heart, diaphragm and
liver as previously described [16]. Duplex Q-PCR analyses were conducted
on a C1000 touch thermal cycler (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France)
using 50ng of gDNA in duplicate and premix Ex tag (Ozyme, Saint-Cyr-
L'Ecole, France). Vector copy numbers were determined using primers and
probe specifically designed to amplify both MD1 and MD3 transgenes.
Primers and probe designed to amplify the rat HPRT1 sequence were used
to determine the endogenous gDNA copy numbers. For each sample, cycle
threshold (Cq) values were compared with those obtained with different
dilutions of linearized standard plasmids (containing either the mMD1
expression cassette or the rat HPRT1 gene).

Western blot analysis

Total proteins extraction from snap-frozen biceps femeris and heart
samples, and MD1/MD3 expression analysis by western blot were
performed as previously described [16]. Protein loading control analysis
was assessed using a mouse anti-rat a-tubulin antibody (1:10,000,
Sigma-Aldrich T5168, Saint Quentin Fallavier, France) and a secondary
anti-mouse IgG HRP-conjugated antibody (1:5,000, Dako P0447, Les Ulis,
France).

Histopathological analysis

Samples including biceps femoris, pectoralis and cardiac muscles were fixed
in 10% neutral buffered formalin, embedded in paraffin wax. Sections were
cut and stained with hematoxylin eosin saffron (HES) for histopathological
evaluation. To avoid bias in the analysis, experiments were done in a blind
fashion. Muscular lesions were then semi-quantitatively scored (as
described in Fig. 4 legend), to identify any improvement of the
histopathological pattern between the different experimental groups.

MD/dystrophin positive fibers and connective tissue
quantification

Samples including biceps femoris, pectoralis and cardiac muscles were
snap-frozen in isopentane cooled in liquid nitrogen and stored at =<=70°C
until processing. Sections of 10 um from frozen samples were permeabi-
lized in PBS tween 0.2% (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France)
and saturated in 5% goat serum (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France) in PBS tween 0.2%. Sections were then immunolabelled for
detection of MD/dystrophin and connective tissue using the mouse
monoclonal anti-dystrophin antibody NCL-DYSB (1:50, Novocastra Labora-
tories, Newcastle upon Tyne, UK) and Alexa Fluor 555 Wheat Germ
Agglutinin (WGA) conjugate (1:500, Molecular Probes, Eugene, OR), diluted
in 5% rat serum (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) in PBS
tween 0.2%. Goat anti-mouse Alexa 488 IgG (H+ L) (1:300, Invitrogen
A28175, lllkirsch-Graffenstaden, France) was used as secondary antibody,
diluted in 5% rat serum in in PBS tween 0.2%. Nuclei were stained with
DAPI (1:1000, Invitrogen, lllkirsch-Graffenstaden, France). Fluorescent
acquisitions of the entire sections were performed using the slide scanner
Axio Scan.Z1 (Zeiss, Marly le Roi, France). For each section, 3 captures were
randomly chosen to finally observe a minimum of 250 fibers. In these 3
captures, DYSB positive fibers and WGA positive areas (except for the
heart) were quantified using Imagel open-source image processing
software (v 2.0.0-rc-49/1.51a). Additional sections from paraffin embedded
samples of heart was stained with picrosirius red F3B (Sigma—-Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France) for collagen visualization. Picrosirius-positive
areas in heart sections were quantified using Nikon Imaging software
(Nikon, Champigny sur Marne, France).

Calcium measurements

Cell isolation. EDL muscles were harvested from animals just after
euthanasia. Small bundles were dissected longwise tendon to tendon as
described previously [48]. Cardiomyocytes were isolated by using the
retrograde perfusion method through the aorta with enzyme-containing
solutions [49]. Briefly, hearts were excised from heparinized (5000 U/kg
body, Heparine choay, Sanofi, Gentilly, France) and anesthetized
rats, mounted in a Langendorff perfusion apparatus, and perfused with a
Ca**-free NPS (Normal Physiological Solution) at 37 °C for 3 min. Perfusion

Gene Therapy

177



was then switched to the same solution containing 300 U/ml Collagenase
type 2 (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ) for 20 min.
The left ventricular tissue was excised, minced, and gently pipette
dissociated. Collagenase activity was stopped by the addition of 4%
bovine serum albumin (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). At
this stage, cardiomyocytes were photographed with an inverted micro-
scope, in bright field and with a X20 objective. Pictures were then used in
Image) software to measure max and min Feret's diameters to calculate
length and width of the cells. Cell suspension was then sequentially
washed and resuspended in NPS of increasing [Ca**] values.

Fura-2 loading and fluorescence measurements. EDL muscle bundles,
pinned in polydimethylsiloxane coated petri dish (Dow France S.A.S., Saint
Denis, France), were incubated with NPS containing 5puM Fura-2-AM
(Molecular Probes, lllkirsch-Graffenstaden, France) at room temperature
for 1 h under gentle agitation before washing. Isolated cardiomyocytes
were resuspended in NPS containing 3 uM Fura-2-AM for 30 min before
washing and Ca®’" measurements. Fura-2 fluorescence measurements
were made using an integrated lonOptix device (Amsterdam, Nether-
lands) and excitation filters of 380 and 360 nm. Emitted fluorescence (510
nm) was background subtracted. For resting cytosolic [Ca**] measure-
ments, resting fluorescence ratios (360/380 nm) values were measured for
each fiber composing EDL muscle bundles or isolated cardiomyocyte. [Ca®
*1 values were calculated from the Fura-2 fluorescence ratio using the
Grynkiewics's equation [50]. Main parameters of the equation were
determined in situ [48].

Determination of sarcolemmal permeability to Ca’* (SPCa). The manga-
nese quenching technique was used to measure the SPCa in EDL muscle
fibers [48]. Muscle preparations were perfused by NPS containing 0.5 mM
Mn®* as a surrogate of Ca’* (quenching solution). During the whole
quenching protocol, the fluorescence of Fura-2 excited at 360 nm was
acquired at 1 Hz. The quench rates were calculated in each fiber of the
preparations using linear regression analysis of fluorescence signal and
expressed as the decline per minute of the initial fluorescence intensity.
All experiments were done at room temperature. Solutions: NPS
contained the following: 140 mM NaCl, 5mM KCI, 1 mM MgC12, 10 mM
HEPES, 10mM glucose, and 1.8mM CaCl2 (All chemicals form
Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) at pH 7.35.

Skeletal muscle force analysis

Ex-vivo sketetal muscle contractility. lsometric contractile properties of the
EDL and soleus muscles were evaluated according to methods previously
described [51, 52]. Briefly, muscles were removed from the hindlimb of
anesthetized rats and mounted in an in vitro muscle test system (1205 A
maodel; Aurora Scientific, Aurora, Canada). Muscles were placed between
two platinum electrodes in a muscle bath containing 100 mL of bubbled
mammalian Ringer solution (Na™ 140 mM, K* 6 mM, Ca* 3mM, Mg‘+ 2
mM, CIT 156mM, pH 7.4, HEPES-buffered) at 25°C. After a 5min
equilibration period, optimum muscle length was determined by gradual
muscle length adjustments and eliciting isometric contractions (supramax-
imal square-wave pulses of 0.2ms duration) until the maximum twitch
tension was reached. After 5 min of rest, muscles were stimulated at 10, 20,
40, 60, 80, 100, 120 Hz for 500 ms at each frequency. Stimulus trains were
separated by one-min interval. Maximum isometric tetanic force was
determined from the plateau of this force frequency curve. Following force
testing, muscles were removed from the bath, trimmed of tendons, and
weighed. Muscle mass was then be used to calculate maximum tetanic
specific force in g/g. To avoid bias in the analysis, experiments were done
in a blind fashion.

In vivo grip test. For all animals included in the study, the grip test was
performed, as previously described [42], at least 3 days before the cardiac
evaluation at 3 months post-injection. To avoid bias in the analysis,
experiments were done in a blind fashion.

Assessment of cardiac function
Cardiac function was assessed on anesthetized animals using 2D
echocardiography and pulsed Doppler measurements. For all animals
included in the study, these tests were performed at least 3 days after grip
test at 3 months post-injection.

2D-echocardiography and pulsed Doppler were performed, as pre-
viously described [42], using a Vivid 7 ultrasound unit (GE Healthcare,

Gene Therapy

A. Bourdon et al.

Velizy Villacoublay, France). To avoid bias in the analysis, experiments were
done in a blind fashion.

RESULTS

Assessment of the impact of the dystrophin CT domain on the
DAPC composition: study design

In order to evaluate the impact of inclusion of the dystrophin CT
domain on the efficacy of MD1 to recover the DAPC, we used 4
different murine-specific sequence-optimized MD constructs:
MD1, MD2, MD3 and MD4. MD2 to 4 were derived from MD1 by
progressively including the dystrophin CT domain sequence
(Fig. 1B): () MD1 (AR4-23/ACT) is our reference, (i) MD2
incorporates helix 1 (H1) of the coiled-coil motif, (iii) MD3 includes
the entire coiled-coil motif (H1 + H2), and (iiii) MD4 (AR4-23) has
the entire dystrophin CT domain.

To obtain rat skeletal and cardiac muscles expressing these
different MDs, we administered rAAV2/9 vectors encoding MD1,
MD2, MD3 or MD4 cDNAs (Fig. 1C). Each vector was administered
to 4 newborn DMD™® rats by intraperitoneal (IP) injection to
achieve efficient transduction of skeletal muscles and heart
[53, 54]. As expected, the expression of the different MDs was
detected by western blot in the pectoralis and cardiac muscles,
except for MD4 that was weakly expressed in pectoralis muscle in
3 out of 4 animals (Fig. S1). The rAAV-MD4 vector carries an
expression cassette that exceeds the DNA packaging capacity of
rAAV (<5 kb, Fig. 1C) [8] thus limiting its infectivity. Supplemental
skeletal muscles expressing MD4 were obtained after intramus-
cular (IM) injection in the tibialis anterior muscles of 3 DMD™ rats
at 2 months of age (Fig. 51).

Based on the methodology of Johnson et al. [41], we compared
the composition of protein complexes assembled by full-length
dystrophin (N=4), MD1 (N=4), MD2 (N=4), MD3 (N=4) and
MD4 (n=4 and N=3 for skeletal muscle and for heart,
respectively), in skeletal and cardiac muscles of wild-type (WT)
and rAAV-MD treated DMD™® rats. To identify proteins that
selectively associate with MD/dystrophin, we performed a co-IP on
proteins extracted from 50 mg of muscle using the MANEX1011B
monoclonal antibody (DYS_co-IP) or an isotype-matched control
antibody (MW8 antibody) (IgG_co-IP) (Fig. 52). LC-MS/MS analysis
was performed on all co-IP samples and the abundance of each
identified protein within the total set of identified proteins was
estimated in Scaffold (Proteomic Software, Inc, Portland, OR) by
calculation of the emPAl (Exponentially Modified Protein Abun-
dance Index) [46, 47].

Identification of dystrophin protein partners in rat skeletal
and cardiac muscles

We first confirmed that we can reliably identify proteins known to
associate with dystrophin in rat skeletal and cardiac muscles co-IPs
by MS analysis. Proteins that specifically co-purify with full-length
dystrophin were identified based on significantly higher emPAl
values in WT_DYS_co-IP compared to IgG_co-IP (Table S1). We
noticed that utrophin, a homolog of dystrophin, was also detected
in WT_DYS_co-IP, indicating that the MANEX1011B antibody
slightly cross-reacts with utrophin. Since utrophin and dystrophin
can both bind to DAPC proteins, we cannot exclude that we might
have detected some proteins that bind to utrophin in our MD/
dystrophin co-IPs. However, utrophin abundance in WT_DYS_co-IP
remained minimal when compared to dystrophin, with levels
much lower than dystrophin for skeletal muscles and heart (39-
and 18-fold, respectively) (Table S1). This means proteins detected
in WT_DYS_co-IP were mainly associated with dystrophin.
Furthermore, utrophin contamination was low in all co-IP samples
and did not significantly differ between the WT co-IP and MD co-IP
samples (one-way ANOVA, data not shown). Therefore, utrophin
did not interfere with our analysis of DAPC composition.
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Proteins found to be significantly enriched in WT_DYS_co-IP
compared to IgG_co-IP are shown in Table S1. Known DAPC
components such as dystrophin, dystroglycan, a-, B-, &-, and y-
sarcoglycans, al- and P1-SNT, a-DTN and sarcospan were
consistently and specifically detected in WT_DYS_co-IPs from
both skeletal and cardiac muscles. As previously described in mice
[41], nNOS was found binding to dystrophin in skeletal muscle but
not in heart, confirming that this protein is also not part of the
DAPC in cardiac tissue of rats. Cavin-1 and 2-SNT, that have been
described as heart-specific DAPC partners [41], were detected here
in association with both skeletal and cardiac muscle dystrophins.
While we cannot rule out that these proteins may be present in
skeletal muscle WT_DYS_co-IPs due to binding to utrophin, the
fact that we are using LC-MS/MS instrumentation with higher
sensitivity than in the previous study [41] could result in the
detection of less abundant DAPC partners. Interestingly, additional
proteins were specifically enriched in WT_DYS_co-IP compared to
IgG_co-IP. Calmodulin-1 (known to associate with skeletal muscle
dystrophin [55, 56]), pikachurin (a known extracellular ligand of
dystroglycan [57]), B-DTN and perilipin-4 were all detected in
skeletal muscle WT_DYS_co-IPs. The caveolar proteins caveolin-1
and cavin-2 were instead detected in cardiac muscle WT_DYS_co-
IPs. Finally, cavin-3 was detected in association with both skeletal
and cardiac muscle dystrophins.

Inclusion of the dystrophin CT domain in MD1 increases
recruitment of some DAPC proteins

We next evaluated how the inclusion of progressively larger
segments of the dystrophin CT domain impacted DAPC composi-
tion in DMD™? rats. We reasoned that addition of the coil-coiled
domain H1, known to bind to SNT and DTN, should lead to
improved binding of MD2, MD3 and MD4 to these proteins, when
compared to MD1. Scaffold was used to generate normalized
emPAl values of each protein of the DAPC, within the total set of
identified proteins for WT_DYS_co-IP, MD1_DYS_co-IP,
MD2_DYS_co-IP, MD3_DYS_co-IP and MD4_DYS_co-IP experimen-
tal groups. We noticed that our western blot analyses indicated
differences in abundance between MD/dystrophins (Fig. S1) that
were also reflected in our mean emPAl values for MD/dystrophins
co-purified from 50 mg of starting material (Fig. S3). Therefore, to
be able to compare DAPC protein abundance between experi-
mental groups, we calculated the ratio of the emPAl of each
individual DAPC protein to the emPAl of MD or dystrophin in the
same sample.

As shown in Table 1 and Fig. 2, we found several significant
differences in the abundance of DAPC proteins that co-purify with
different MDs. Some protein associations were significantly
disrupted with all MD constructs in cardiac and/or skeletal
muscles, suggesting that they require domains absent in our
MDs or that these associations are decreased below our limit of
detection. Protein associations falling in this category include
perilipin-4, cavin-3, and caveolin-1 and nNOS, whose binding to
dystrophin is known to be absent in our MDs (R16/17) [19].
Interestingly, in cardiac muscle where cavin-1 strongly associates
with full-length dystrophin, we saw a significantly impaired
association with MD1 and MD2 that was progressively rescued
with MD3 and MD4 suggesting that it requires an intact coil-coil
CT domain.

Overall, in both skeletal and cardiac muscles, MD1 had a protein
interaction profile that most closely matched that of full-length
dystrophin. The only proteins that were significantly more
abundant in MD1 co-IPs compared to full-length dystrophin were
B- and y-sarcoglycans in skeletal muscle (1.7- and 2.2-fold,
respectively), and B-sarcoglycan (1.8-fold) in cardiac muscle.
Interestingly, SNT and DTN that bind dystrophin’s CT, co-purified
in similar amounts with MD1 and full-length dystrophin. By
contrast, sequential addition of parts of the CT sequence in MD2,
MD3 and MD4 constructs resulted in significant increases in their
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associations with several sarcoglycans, SNT and DTN compared to
MD1 and to full-length dystrophin. In skeletal muscle, these
involve a-, B-, 6- and y-sarcoglycans, and al- and [(2-SNT. In
cardiac muscles, proteins that are more abundant in MD2, MD3
and MD4 co-IPs are a- and [-sarcoglycans, and al- and B1-SNT.
Additionally, a few DAPC proteins were more abundant in co-IPs
for specific MDs relative to all other MDs and to dystrophin. These
are B1-SNT in MD4 skeletal muscle co-IPs; a-DTN in MD3 skeletal
muscle co-IPs; and y-sarcoglycan in MD3 cardiac muscle co-IPs. In
general, the significant differences we found in protein associa-
tions depend not only on the MD sequence but also on the type
of muscle, suggesting tissue-specific differences in the regulation
of protein associations with MDs.

Assessment of the impact of the coil-coiled motif of the
dystrophin CT domain on the therapeutic efficacy of a MD
transgene: study design

To evaluate the impact of the dystrophin CT domain on the
therapeutic efficacy of MDs in both skeletal and cardiac muscles,
1 month old male DMD™ rats were treated systemically with the
rAAV2/9-MD1, or the rAAV2/9-MD3 construct. MD3 was chosen
because it contains the entire coil-coiled motif (H1 + H2) of the
dystrophin CT domain, while not exceeding the <5kb DNA
packaging limitation of rAAV [8] (Fig. 1C). Both rAAV2/9-MD1 and
-MD3 vector batches exhibited similar vg/mL and infectious titers
(Table 52), implying that their efficacies can be confidently
compared. The study design is summarized in Table S3. A group
of 11 DMD™ rats were injected with rAAV2/9-MD1 at a dose of
3E13 vg/kg, which we know as therapeutic (Bourdon et al,
unpublished data). To compare the potential therapeutic benefit
between MD3 and MD1, additional DMD™® rats were injected
with 1E13 vg/kg (N =9 and N=11 for rAAV2/9-MD1 and rAAV2/9-
MD3, respectively). Groups of 10WT and 10 DMD™ control rats
were also included and received buffer. All rats were followed for
3 months. Right before euthanasia, muscle function (evaluated by
grip test) and cardiac function (evaluated by electrocardiography,
echocardiography and pulsed Doppler) were evaluated. After
sacrifice, 4 animals from each group were dedicated to assess-
ments of ex-vivo muscle contractility analysis and calcium
measurements. The other animals were dedicated to post-
mortem sampling required for histological and molecular/
biochemical analyses.

The inclusion of the coil-coiled motif of the dystrophin CT
domain in MD does not affect gene transfer efficacy and MD
expression patterns

Using a quantitative PCR (gPCR) assay specific for both MD1 and
MD3 sequences, vector genome copy numbers per diploid
genome (vg/dg) were assessed in whole blood, skeletal muscles,
heart, diaphragm and liver samples obtained at sacrifice (Fig. 3A).
No gPCR signal was detected in whole blood, confirming that
vector genome detection in rAAV-injected animals was restricted
to the tissue itself. Both vectors had the same transduction
pattern, with the highest vg/dg numbers detected in liver and
heart, as expected after IV injection in rodents [58]. Lower vg/dg
numbers levels (but similar between the different muscles) were
detected in skeletal muscles. In correlation with the injected
vector dose, significantly more vg/dg were found in tissues of rats
injected with 3E13 vg/kg than with 1E13 vg/kg of rAAV2/9-MD1
(2.7- to 7.8-fold, respectively, depending on the tissue). Instead,
the vg/dg values in tissues of rats injected with 1E13 vg/kg of
rAAV2/9-MD1 or rAAV2/9-MD3 vector were similar, confirming
that both vectors exhibited the same tropisms and infectivities.
MD1/MD3 expression in skeletal muscles and heart was evaluated
by both immunohistochemistry (IHC) staining (Fig. 3B, C) and
western blot (Fig. 3D). Again, a dose effect between the two
groups treated with 3E13 vg/kg or 1E13 vg/kg of rAAV2/9-MD1
was observed, with a mean of detected MD1-positive fibers of
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85.7 +3.5% to 86.6+2.7% vs. 33.6+7.8% to 40.2 +43%, respec-
tively, in skeletal muscles, and of 96 + 0.8% vs. 86 + 2.4% in heart.
Similar levels of MD1 or MD3 positive fibers were detected in
animals injected with 1E13 vg/kg of rAAV2/9-MD1 or rAAV2/9-
MD3 (33.6 +7.8% to 40.2 + 43% of MD1-positive fibers vs. 285+
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Fig. 2 Comparison of DAPC proteins abundance relative to MD/
dystrophin between co-IP from rat skeletal and cardiac muscles
obtained from the different experimental groups. Relative
abundance to MD/dystrophin were calculated by dividing the
normalized emPAl of each DAPC partner by the normalized emPAl of
the MD/dystrophin expressed in the same sample. Relative
abundances of (A) «-Sarcoglycan, a-DTN, «l-, p1- and p2-SNT in
co-IP from skeletal muscle, and of (B) «-Sarcoglycan, a1-SNT and
Cavin-1 in co-IP from heart were compared between MD1_DYS_co-
IP (N=4), MD2_DYS_colP (N=4), MD3_DYS_co-lP (N=4),
MD4_DYS_co-IP (N=4 for skeletal muscles and N=3 for heart)
and WT_DYS_co-IP (N = 4) experimental groups. Data are presented
as mean + SEM. Statistics were done using a 2-way ANOVA followed
by a multiple comparison post-hoc “original FDR method of
Benjamini and Hochberg" Q-values (corrected P value) <0.05 were
considered statistically significant. Values sharing the same letter are
not statistically different from each other.

-

4.8% to 43.5 + 6.4% of MD3-positive fibers in skeletal muscles, and
86+ 2.4% of MD1-positive fibers vs. 82+ 0.8% of MD3-positive
fibers in heart). Immunolabeling confirmed the proper localization
of both MD1 and MD3 at the sarcolemma in biceps femoris
muscle (Fig. 3C) and correlated with the detection of the 138 kDa
MD1 and 160 kDa MD3 protein bands by western blot analysis
(Fig. 3D). Moreover, the RTgPCR analysis showed that the MD1 and
MD3 mRNA are equally expressed in skeletal muscle and heart
samples when the two vectors are injected at the same dose. Only
low levels of MD mRNA were detected in liver despite the
presence of high vg/dg values, confirming the muscle restrictive
activity of the Spc5.12 promoter (Fig. 54). Taken together, these
results confirm that both MD1 and MD3 are similarly and properly
expressed in skeletal muscles and heart after systemic injection,
meaning that their therapeutic efficacies can be compared in a
relevant manner.

The inclusion of the coil-coiled motif of the dystrophin CT
domain in MD1 does not improve its effectiveness to restore
histopathological and calcium homeostasis alterations in
DMD™ rats

Similar to muscle damage in DMD patients, the histopathological
pattern of the DMD™ rats is characterized by increased variation
in fiber size due to the simultaneous presence of hypertrophic
fibers and small centronucleated regenerating fibers in skeletal
muscles, and individual fiber necrosis associated with inflamma-
tory cell infiltration and fibrosis in both skeletal muscle and heart
[42]. To investigate the effect of MD1 and MD3 expression on
skeletal and cardiac muscle histopathology, we performed a
quantification of fibrotic connective tissue and a semi-
quantification of muscle lesions in these tissues obtained at
sacrifice. As shown in Fig. 4a, connective tissue represented 16.1
+0.7 to 19.4 £ 0.6% of skeletal muscle area in WT rats vs. 29.1 +
1.8% to 30.5+2.1% in untreated DMD™? rats, showing an
increase in connective tissue that corresponded to fibrosis. In all
rAAV-treated groups, connective tissue amount was significantly
reduced between 20.1+0.4% and 23.7+1.1%. In heart, con-
nective tissue levels were 2.7 +0.5% in WT rats vs. 10.2+2.2% in
untreated DMD™® rats and were also significantly reduced
between 3.7 +0.8% and 4.2 + 1% after rAAV2/9-MD administra-
tion. No significant difference was observed between the
different rAAV-injected groups, whatever the injected dose or
the nature of the transgene (MD1 or MD3). Semi-quantitative
analysis of histological muscular lesions (scored according to
Fig. S5) revealed typical myopathic lesions in both skeletal
muscles and heart of untreated DMD™® rats, resulting in a
significantly higher score compared to WT rats (Fig. 4B). This score
was improved after injection of rAAV2/9-MD, except with the
MD3 vector in the pectoralis muscle. The improvement reached
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Fig. 3 Vector biodistribution and expression in tissues of DMD™* rats injected with rAAV2/9-MD1 and rAAV2/9-MD3 vectors. A Vector
genome copy number per diploid genome (vg/dg) in tissues of the different experimental groups at euthanasia, determined by gPCR analysis.
For each group, the analysis was performed on whole blood (N =6 animals per group), liver (N =4 animals for the DMD 4 MD1 1E13
group; N = 6 animals for the other groups), diaphragm (N = 6 animals per group), heart (N =5 animals for the DMD™ + MD1 1E13 group; N
=6 animals for the other groups) and pectoral (N = 6 animals per group), biceps femoris (N = 6 animals per group) and EDL (N =5 animals per
group) muscles. The limit of quantification (LOQ) was 0.004 vg/dg. Data are presented as mean + SEM. *P < 0.05 (ANOVA test, followed by post-
hoc Tukey multiple comparison test). B Percentage of MD/Dystrophin positive fibers determined at euthanasia by immunolabelling in heart
(N =5 animals per group for the DMD™® + MD1 1E13 group; N = 7 animals for the DMD™® + MD1 3E13 group; N = 6 animals for the other
groups), pectoralis muscle (N = 7 animals for the DMD™® + MD1 3E13 group; N = 6 animals for the other groups), and biceps femoris muscle (N
=7 animals for the DMD™? + MD1 3E13 group; N = 6 animals for the other groups). Data are presented as mean + SEM. *p < 0.05 (ANOVA test,
followed by post-hoc Tukey multiple comparison test). C Immunolabelling of transverse sections of biceps femoris muscle with DYSB antibody
for MD1/MD3/dystrophin staining (green) and with WGA conjugate for connective tissue (red). Representative images corresponding to
samples collected at euthanasia for each experimental group. Scale bar, 100 um. D Western-blot analysis of total proteins (50 pg) extracted
from biceps femoris muscle and heart samples collected at euthanasia for each rAAV injected group (N =4 animals per group). The blots were
stained with MANEX-1011C to reveal the presence of the 138 kDa MD1 and the 160 kDa MD3 protein. a-tubulin antibody as a loading control.

statistical significance in biceps femoris and heart of animals
injected with 3E13 vg/kg of the MD1 vector. When comparing the
impact of MD1 and MD3 vectors injected at 1E13 vg/kg, no
significant difference was observed between these groups.
However and as reported in a previous study [59], we observed
a few isolated ring fibers with sarcomere disorientation (Fig. S6) in
the skeletal muscles of 6/12 rats expressing MD1 (2/5 rats treated
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with 1E13 vg/kg and 4/7 rats treated with 3E13 vg/kg). None was
observed in the muscles of the 6 rats expressing MD3.

In correlation with muscle degeneration and necrosis and with
what was described in mdx mice [60], alterations in Ca®*
homeostasis were observed in skeletal muscles and isolated
cardiomyocytes of DMD™ rats (Fig. 5; Fraysse et al,, unpublished
data). Lack of dystrophin expression in DMD™® rats was
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associated with significant higher resting cytosolic Ca®* levels as
compared to WT rats in both extensor digitorum longus (EDL)
muscle (Fig. 5A) and cardiomyocytes (Fig. 5B; increase of =49% in
EDL muscle and of =31% in isolated cardiomyocytes). Treatment
with the rAAV2/9-MD1 vector at 3E13 vg/kg showed a significant
decrease in resting [Ca>*], although not completely rescued to WT
levels. No statistically significant decrease in resting [Ca®*] was
observed after injection of rAAV2/9-MD1 or -MD3 at 1E13 vg/kg.
We also evaluated the sarcolemmal permeability to Ca>* (SpCa) in
EDL muscles using the manganese quenching technique [61], to
assess if resting Ca®* overload could be related to a greater Ca®*
influx. As shown in Fig. 5C, the mean quench rate of untreated
DMD™ rats was significantly higher than in WT rats, reflecting an
increase in the permeability of the sarcolemma. This permeability
was significantly decreased in the 3 rAAV2/9-MD treated groups,
but without any difference between the different doses or
transgenes. Overall, these data indicate that the inclusion of the
coil-coiled motif of the dystrophin CT domain in MD1 doesn't
improve its effectiveness to restore the histopathology and the
calcium homeostasis alterations of the DMD™ rat.

SPRINGER NATURE

Fig. 4 Histopathological analysis in muscles of DMD™® rats
injected with rAAV2/9-MD1 and rAAV2/9-MD3 vectors. A Con-
nective tissue area (in %) was assessed using WGA for skeletal
muscles and a specific picrosirius staining for the heart. Analysis
were performed at sacrifice on heart (N =5 animals for the DMD™%
+ MD1 1E13 group; N=7 animals for the DMD™®* + MD1 3E13
group; N =6 animals for the other groups), pectoralis muscle (N=7
for the DMD™ + MD1 3E13 group; N=6 animals for the other
groups) and biceps femoris muscle (N=7 animals for the DMD™® +
MD1 3E13 group; N=6 animals for the other groups). Data are
presented as mean+SEM. *p<0.05 (Parametric ANOVA test,
followed by post-hoc Tukey multiple comparison test). B Muscle
histopathological score in skeletal muscles and heart samples.
Muscles lesions were scored during histopathological observation of
the each muscle by a DVM, European-board certified anatomo-
pathologist and using the following system: 0 = absence of lesions,
1=presence of some regenerative activity as evidenced by
centronucleated fibers, 2 = presence of degenerated/necrotic fibers,
3 =tissue remodeling and fiber replacement by fibrosis. In the heart,
scoring was based on the presence of inflammatory and fibrotic
areas (1 =1 area, 2 = multiple isolated areas, 3 = extensive/coales-
cing multiple areas). Analysis were performed at sacrifice on heart
(N = 5 animals for the DMD™® + MD1 1E13 group; N =7 animals for
the DMD™ + MD1 3E13 group; N = 6 animals for the other groups),
pectoralis muscle (N = 7 animals for the DMD™® + MD1 3E13 group;
N = 6 animals for the other groups) and biceps femoris muscle (N=7
animals for the DMD™® + MD1 3E13 group; N =6 animals for the
other groups). Data are presented as mean+SEM. *p<0.05
(Nonparametric Kruskal-Wallis test, followed by a post-hoc Dunn’s
multiple comparison test).

-

The inclusion of the coil-coiled motif of the dystrophin CT
domain in MD1 doesn’t improve its effectiveness to restore
muscle and cardiac functions in DMD™ rat

Ex-vivo force measurements were performed on isolated EDL and
soleus muscles obtained at sacrifice. We evaluated the maximum
contractile response amplitude following a series of electrical
stimulations (tetanic) (Fig. 6A, B). When compared to WT rats, both
EDL and soleus muscles of DMD™ rats showed a decrease in
maximum tetanic amplitude (decrease of =20% in EDL and
significant decrease of =56% in soleus). In animals treated with
rAAV2/9-MD1 at 3E13 vg/kg, a nearly complete normalization was
observed in the EDL muscle and a partial one (=48%) in the soleus.
No effect was observed for the two other experimental groups.

We also evaluated in vivo forelimb force using the grip test. Five
trials were performed and the highest grip value obtained during
these trials was defined as maximum forelimb grip force. As
illustrated in Fig. 6C, a reduction in maximum forelimb grip force
was observed for untreated DMD™® rats compared to WT rats.
This value was fully normalized after injection of rAAV2/9-MD1 at
3E13 vg/kg, but only partially improved after injection of rAAV2/9-
MD1 and rAAV2/9-MD3 at 1E13 vg/kg. The beneficial effect was
slightly higher but not statistically significant with rAAV2/9-MD3
than with rAAV2/9-MD1.

Analysis of forelimb strength over the course of the test (Fig. 6D)
showed progressive and marked decrease of forelimb strent?th in
untreated DMD™® rats, contrary to WT rats and to DMD™® rats
injected with rAAV2/9-MD1 at 3E13 vg/kg. This highlights the high
efficiency of the MD1 vector when delivered at this dose. Animals
treated with rAAV2/9-MD1 or rAAV2/9-MD3 vectors at 1E13 vg/kg
show a delayed curve of force decrease. We can point out that,
even if the final forelimb grip force at trial 5 is similar for these two
groups, the significant difference of force compared to the WT rats
appears later for the rats treated with the MD3 vector (trial 5) than
for those treated with the MD1 vector (trial 4).

Since the majority of DMD patients die from heart failure [62],
the cardiac dysfunction described in the DMD™® rat model
[42, 63] is a critical feature to evaluate the therapeutic potential of
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MD. Rapid concentric remodeling associated to an alteration of
diastolic function, which progressed unfavorably with age towards
systolic dysfunction are characteristics of this model (Touma-
niantz, Le Guiner et al., unpublished data). In this study, cardiac
function was assessed on anesthetized animals using electro-
cardiography (ECG), 2D echocardiography and pulsed Doppler
measurements at 3 months post-injection. ECG analysis revealed
no significant electrical conduction abnormality whatever the
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Fig. 5 Analysis of calcium homeostasis in skeletal muscles and
isolated cardiomyocytes of DMD™ rats injected with rAAV2/9-
MD1 and rAAV2/9-MD3 vectors. Resting intracellular-free calcium
concentration ([Ca®*]c) of EDL muscle fibers (A) and isolated
cardiomyocytes (B) obtained from animals from the different
experimental groups. [Ca®*lc was calculated in fura-2-loaded
isolated muscle fibers using calibration parameters of Grynkiewicz's
equation determined in situ. A calibration was performed foreach
muscle used. Data are presented as mean+ SEM from n muscle
fibers and N animals (n/N). *p < 0.05 (ANOVA test, followed by post-
hoc Bonferroni multiple comparison test). C Sarcolemma perme-
ability to calcium ions (SPCa) in EDL muscle fibers obtained from
animals of the different experimental groups. The sarcolemma
permeability to Ca®>* was evaluated by measuring the quench rate
of fura-2 fluorescence induced by Mn?*influx. Data are presented as
mean + SEM from n muscle fibers and N animals. *p <0.05 (ANOVA
test, followed by post-hoc Bonferroni multiple comparison test).

]

experimental group (data not shown). However, as shown in
Fig. 7A, the left ventricular wall end-diastolic diameter measured
by 2D-echocardiography tended to thicken in untreated DMD™®
rats compared to WT rats and is associated with a decrease in left
ventricular diameter, reflecting the concentric hypertrophy of the
heart in DMD™ rats. This structural remodeling was prevented
with injection of rAAV2/9-MD1 (whatever the dose), but not with
rAAV2/9-MD3. The morphology of isolated cardiomyocytes was
also assessed by measuring their length/width ratio. This ratio
significantly decreased in untreated DMD™® rats compared to WT
rats, indicating a thickening of the isolated cardiomyocytes and
correlating with the concentric hypertrophy pattern observed by
2D-echocardiography. This ratio was normalized in rats treated
with rAAV2/9-MD1 at both doses, but not modified in DMD™ rats
treated with rAAV2/9-MD3 vector. As shown in Fig. 7B, ejection
fraction, measured using pulsed Doppler, was significantly higher
in untreated DMD™ rats than in WT rats, indicating an adaptation
of the systolic function explained by the hypertrophic process
previously described. This parameter was almost normalized in the
3 groups of treated animals. Finally, diastolic dysfunction of the
untreated DMD™® rat was also shown in this study via the
significant increase of deceleration time, the increase of IVRT and
the decrease of E/A ratio, when compared to WT rats. Again, a
clear trend of normalization of deceleration time and IVRT was
observed in all the treated groups, whatever the injected dose and
the transgene (Fig. 7C). This normalization was not observed with
the E/A ratio parameter.

These data showed no clear impact of the inclusion of the coil-
coiled motif in MD1 on its efficacy to improve muscle and cardiac
function in DMD™ rats. Interestingly, MD3 expression in the heart
do not seem to improve structural remodeling (in contrast to
MD1) but still seems to prevent systolic and diastolic dysfunctions.

DISCUSSION
Report of =46% shortened dystrophin in a 61-year-old ambulatory
patient with Becker muscular dystrophy (BMD) [64] led to the
design of MD transgenes that are compatible with additive gene
therapy using rAAV vectors. Following preclinical success of
systemic rAAV-MD gene therapy [12-20, 20-23], 3 independent
clinical trials have been recently started [18]. However, due to the
limitation of rAAV packaging capacity [8], current MD candidates
cannot include all major domains of the full-length dystrophin. In
this study, we evaluated if the inclusion of the dystrophin CT
domain in MD1 could improve (i) its efficacy at recovering DAPC
interactions, and (ii) its therapeutic potential, in both skeletal and
cardiac muscles of DMD™ rats.

Using dystrophin co-IP and LC-MS/MS analyses, we were first
able to identify in the rat model most of the DAPC components
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Fig. 6 Analysis of muscle force in DMD™ rats injected with rAAV2/9-MD1 and rAAV2/9-MD3 vectors. Maximum tetanic amplitude force of
isolated soleus (A) and EDL (B) muscles of the different experimental groups at sacrifice (N =3 animals for the soleus of the DMD™® + MD1
1E13 group; N =4 animals for the other groups). Data are presented as mean + SEM in grams (g) normalized to the muscle weight (g/g). *p <
0.05 (Nonparametric Kruskal-Wallis test, followed by a post-hoc Dunn’s multiple conrm')arison test). € Maximum forelimb grip force of the
different experimental groups at 3 months post-injection (N = 11 animals for the DMD™* 4+ MD1 3E13 group; N = 9 animals for the DMD™® +
MD1 1E13 group; N =10 animals for the other groups). Data are presented as mean + SEM in grams (g) normalized to the body weight (g/g
BW). *p < 0.05 (Nonparametric Kruskal-Wallis test, followed by a post-hoc Dunn’s multiple comparison test). D Cross-trial evolution of forelimb
grip force of the different experimental groups at 3 months post-injection (N = 11 animals for the DMD™® + MD1 3E13 group; N =9 animals
for the DMD™® 4+ MD1 1E13 group; N = 10 animals for the other groups). Data are presented as mean + SEM in grams (g) normalized to the
body weight (g/g). *p < 0.05 vs. WT + Vehicle group; ap < 0.05 vs DMD ™® + Vehicle group; § p < 0.05 vs trial 1 of the same group (Friedman
test followed by Dunn’s post hoc test).

that were previously identified in a study done in mice [41]. Only likely due to an increased sensitivity of our MS-based approach
CRYAB, isoform 3 of cypher and ahnakl were not identified as compared to this previous study. Calmodulin-1, was not identified
specific DAPC partners in our study since they were also detected as part of the DAPC in the Johnson et al. study [41], but was found
in IgG_co-IP control group. However, we found that Cavin-1 and associated with dystrophin in skeletal muscle of rabbits [55, 56].
B2-SNT, previously described as heart specific DAPC partners, can We confirmed here this association in skeletal muscle in the rat.
be also detected at low levels in skeletal muscle DAPC, which is Finally, new DAPC partners were identified: f-DTN, Pikachurin and
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Fig.7 Analysis of cardiac function in DMD™ rats injected with rAAV2/9-MD1 and rAAV2/9-MD3 vectors. A Structural remodeling of the
heart: free wall diastolic thickness and left ventricle diameter were assessed by Two-dimensional (2-D) echocardiography in the different
experimental groups at 3 months post-injection (N =11 animals for the DMD™¥ + MD1 3E13 group; N = 9 animals for the DMD™% 4+ MD1
1E13 group; N = 10 animals for the other group). Cardiomyocytes morphology was assessed by the measuring length/width ratio of isolated
cardiomyocytes obtained at sacrifice. Data are presented as mean + SEM from n cardiomyocytes and N animals. *p <0.05 (ANOVA test,
followed by post-hoc Bonferroni multiple comparison test). Systolic (B) and diastolic (C) Functions of the heart: left ventricular ejection
fraction, the early diastolic (E), the late diastolic (A), the E/A ratio, deceleration time and isovolumetric relaxatlon time was assessed by pulsed
Doppler in the different experimental groups at 3 months post-injection (N = 11 animals for the DMD™® + MD1 3E13 group; N = 9 animals for
the DMD™® + MD1 1E13 group; N = 10 animals for the other group). Left ventricular end-diastolic and end-systolic volumes (LVEDV and
LVESV, respectively) were calculated from bi-dimensional long-axis parasternal views by means of the single-plane area-length method. These
indexes were calculated in accordance with the standard, widely accepted formulas to study left ventricular dysfunction [78]. LV ejection
fraction (EF) was calculated as [(LV end-diastolic volume — LV end-systolic volume)/LV end-diastolic volume] x 100. Systolic function was
further assessed by calculation of LVEF using averaged measurements from 3 to 5 consecutive cardiac cycles in accordance with the
guidelines of the American Society of Echocardiography. Data are presented as mean + SEM. *p <0.05 (Nonparametric Kruskal-Wallis test,
followed by a post-hoc Dunn's multiple comparison test).

Perilipin-4 were specifically found in skeletal muscle DAPC; results also showed that MD2, MD3 and MD4 increase the
Caveolin-1 and Cavin-2 were specifically found in heart DAPC; recruitment of proteins on the sarcoglycan and of the SNT
and Cavin-3 was found in DAPC of both tissues. complexes in heart and skeletal muscles, and of a-DTN in heart.

We know from the literature that dystrophin CT domain is not Surprisingly, this is also the case when compared to full-length
critical for the expression of SNT and a-DTN partners at the dystrophin. The abundances of these partners are equivalent in the
membrane of skeletal muscle fibers [37]. In addition, always in complex associated to MD1 or to dystrophin, meaning that MD1 is
skeletal muscle, MD1 (AR4-23/ACT) was shown to restore the sufficient to restore the physiological interactions of SNT and a-
expression of these proteins through the dystroglycan/sarcoglycan DTN in skeletal and cardiac muscles, and that supra-physiological
complex [37, 38, 65]. These observations agree with the fact that levels of these partners are obtained when expressing MD2, MD3
sarcoglycans interact with a-DTN [30] which itself interacts with or MD4. These results raise the question about the true path for the
SNT [29, 66], and that MD1 restores the dystroglycan/sarcoglycan recruitment of SNT and a-DTN by the full-length dystrophin and
complex through the ZZ domain present in the cysteine-rich whether it is mediated via the CT domain, via the sarcoglycan
domain [67]. Previous studies also shown that helix 1 of the CT complex or both? Due to the different structures of MD, the affinity
coiled-coil domain is required to restore normal expression levels between the sarcoglycan complex and DTN could be modified. It is
of SNT and a-DTN at the membrane of skeletal muscle fibers, also possible that a recruitment via the sarcoglycan complex
suggesting a lower recruitment of these partners by MD1 occurs only in MD associated protein complex, due to structure
compared to the full-length dystrophin [37, 38]. We hypothesized modification of MD compared to the native dystrophin. In that
that addition of the dystrophin CT domain in MD1 should thus case, the inclusion of the CT domain would add a recruitment site
improve binding of these DAPC partners [29, 31]. In our study, we for SNT and a-DTN, explaining the supra-physiological levels
confirmed that MD1 is able to recruit SNT and a-DTN in skeletal observed with MD2, MD3 and MD4 variants. We also showed that
muscle but also in heart. However, when compared to MD1, the the recruitment of cavin-1 in heart reached equivalent levels than
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those observed with the full-length dystrophin only when the CT
domain is present in MD, suggesting that this domain is required
for an optimal recruitment of cavin-1 in heart. In skeletal muscle, it
has been described that cavin-1 is rather a dystroglycan partner,
independently to dystrophin, and that only a low amount of B-
dystroglycan/cavin-1 complex is directly associated with dystro-
phin [68]. Such a mechanism probably occurs also in MD1-
expressing heart, in which we observed partial recruitment of
cavin-1 despite the absence of the dystrophin CT-domain. Knowing
that the absence of cavin-1, which is required for caveolae
formation [69], was linked to cardiomyopathic phenotypes [70, 71],
further investigations are required to assess the functional
consequence of a sub-physiological level of cavin-1 in MD1
associated protein complex in heart.

Beyond its efficacy to restore the DAPC, we further investigated
the impact of the dystrophin CT domain through the comparison
of the therapeutic efficacy between MD1 and MD3 (containizg the
coil-coiled motif of the dystrophin CT domain) in the DMD™® rat
model. It is the first time that the therapeutic impact of the
dystrophin CT domain has been assessed on both the muscular
and cardiac pathology of a relevant DMD model and after the
systemic administration of rAAV-MD. Crawford et al. showed that
this domain was not critical for dystrophin functionality in the
skeletal muscle of transgenic mice [37]. But this kind of approach
did not allow evaluation of the therapeutic efficacy on an
established pathology, representative to that which would be
seen in DMD patients. In addition, until now, therapeutic efficacy
of MD on the DMD related cardiomyopathy was only poorly
described, as the most commonly used DMD animal models,
shows minimal and late cardiac features [16, 22, 39, 72]. The
recently developed DMD™ rat model gives now the opportunity
to evaluate new MD designs on both skeletal muscles and cardiac
features of the DMD pathology [42]. Since MD1 construct already
shows a significant therapeutic effect on animal models
[13, 16, 38], we chose to compare MD1 and MD3 at a known
sub-therapeutic dose for MD1 (1E13 vg/dg), to evaluate and
potentially highlight a difference in efficacy between these two
products. Whereas the 1E13 vg/kg dose was found to be sub-
therapeutic in skeletal muscle, this was not fully the case in the
heart, because of the preferential tropism of AAV9 serotype for
this organ in rodents [58]. Similar efficacy of the MD1 product was
observed at the 1E13 and 3E13 vg/kg vector doses for some of the
criteria assessed, such as heart fibrosis, heart remodeling and
heart function. Therefore, it would have been interesting to
compare our two vectors at a lower dose, in order to detect in a
more refined way the potential benefits of the CT domain
specifically in the heart. However, the relevance of the DMD™® rat
model still allowed us to evaluate a wide range of parameters as
the histological aspect, the calcium homeostasis in skeletal muscle
and heart, the ex vivo and in vivo muscle strength and the cardiac
function. Across all the assessed criteria, the inclusion of the coil-
coiled motif of the dystrophin CT domain within MD1 did not
show any clear therapeutic benefit. At the same dose, both MD
constructs showed similar effects on fibrosis, histopathological
scores and muscle force. One pointed difference is that cardiac
structural parameters appeared to be less corrected with MD3
treatment than with MD1. Still, the DMD™ rats treated with
rAAV2/9-MD3 showed improved systolic and diastolic functions,
suggesting that MD1 and MD3 could act on the DMD cardiac
pathology via different mechanisms. The potential involvement of
cavin-1 in this mechanism could be further investigated. Finally, as
previously described [59, 73, 74], we observed some isolated ring
fibers in some skeletal muscles expressing MD1, but not in the
ones expressing MD3. This is quite surprising considering that
formation of ring-shaped myofibers have been associated to the
presence of the polyproline site in hinge 2 in this MD [59, 73, 74].
Formation of these ring fibers could also be prevented in MD3
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expressing fibers by a change of conformation compared to MD1.
Given the fact that these ring fibers were not observed in all MD1-
expressing muscles, we cannot exclude that we could have
detected some if we had injected more animals with rAAV-MD3. In
any case, these ring fibers, in a very low number compared to
other myopathies in which they are also described (e.g.,, myotonic
myopathy and some mitochondrial myopathies [75]), do not seem
to have any deleterious impact on muscle function.

Taken together, our results indicate that the inclusion of the CT
domain does not provide a therapeutic benefit to MD1, at least on
skeletal and cardiac muscles functions and after 3 months of
treatment in DMD™* rats. On the other hand, we cannot exclude
that the dystrophin CT domain could be necessary to more
effectively control disease progression at long-term, and/or useful
in other organ like brain [76] and smooth muscles [77].

Importantly, this work also strengthened the evidence of the
therapeutic efficacy of MD1. Our results indicate indeed that MD1
restores the DAPC at a physiological level, with the exception of
Cavin-1 in the heart. We also confirmed in a relevant model of
DMD (DMD™ rats) that systemic administration of a rAAV-MD1
vector at 3E13 vg/kg significantly improved histological pattern,
muscle force and DMD-related cardiac pathology. We also showed
for the first time that MD1 significantly improves DMD-related
calcium homeostasis alterations in skeletal muscles and heart.
Very recently, a phase 1/2a nonrandomized controlled trial testing
the safety and biological efficacy of a single systemic infusion of
rAAV-MD1 in 4 DMD patients revealed encouraging results with
marked reductions in creatine kinase levels and improvement of
muscle histological and functional patterns such as NSAA (North
Star Ambulatory Assessment) score [25]. These results will
obviously have to be confirmed in a randomized clinical trial
including more DMD patients, but our study shows new evidence
that despite the absence of the dystrophin CT domain, rAAV-MD1
offers high therapeutic potential for a systemic gene therapy for
DMD, both at the muscle and cardiac levels.

DATA AVAILABILITY
The data that support the findings of this study are available from the corresponding
authors on reasonable request.
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Résumé : La dystrophie musculaire de Duchenne
(DMD) est une maladie héréditaire létale. Elle est
due a une absence d'expression de la dystrophine,
conduisant a une dégénérescence musculaire
progressive, pour laguelle il n'existe aucun traitement
curatif. L'espérance de vie actuelle des patients
DMD est de 20 3 40 ans, le décés étant causé par
des complications cardio-respiratoires. Des essais
cliniques en cours sont basés sur une approche de
therapie génique utilisant des AAVr-
microdystrophine (AAVr-MD), qui permettraient de
rapprocher le phénotype des patients DMD a celui
d’'une dystrophinopathie plus bénigne, la dystrophie
musculaire de Becker (DMB). Si les résultats
préliminaires de ces essais sont encourageants, la
DMB reste une myopathie, avec une espérance de
vie réduite. Il est donc important de développer des
stratégies alternatives ou complémentaires aux
traitements basés sur les AAVr-MD. Chez les
patients DMD, comme dans les modéles animaux, la
nécrose des cellules musculaires est induite par un
influx accru de Caz* (SPCa), qui semble étre liée a
une dérégulation de I'activité et/ou de I'expression de

canaux ioniques, comme les canaux Transient
Receptor Potential (TRP). Nous avons évalué
l'implication des canaux TRPC1 et TRPC3 dans la
pathogenése de la DMD dans le muscle
squelettique du rat DMD™, un modéle animal qui
mime la maladie DMD humaine. Nous avons
démontré des augmentations précoces de [Ca?*]. et
de SPCa dans les fibres musculaires EDL des rats
DMDmexaccompagnées d'une augmentation de
I'expression du canal TRPC3. Nous avons
également montré que I'augmentation de la SPCa
chez les rats DMD™¥ est liée & un influx de Ca2*
sensible a Pyr10, un inhibiteur de TRPC3.
L'expression de MD via l'injection d’'un AAVr-MD ne
prévient que partiellement ces altérations de
I'noméostasie du Ca?*, la surexpression de TRPC3,
et le déclin de la force musculaire. TRPC3
représente donc une cible thérapeutique de choix
pour le développement d'un traitement de la DMD,
en complément a la thérapie génique AAVr-MD.
Dans cet objectif, nous avons congu des outils de
thérapie géniques ciblant TRPC3 pour lutter contre
les dérégulations calciques de la DMD.

Therapeutic strategies targeting calcium abnormalities in Duchenne Muscular Dystrophy

Keywords : Duchenne Muscular Dystrophy, Transient Receptor Potential channels, sarcolemmal

permeability to calcium, gene therapy, microdystrophin

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is an inherited
and fatal disease caused by the absence of
dystrophin expression. It leads to progressive muscle
degeneration, for which there is no curative
treatment. The current life expectancy of DMD
patients is 20 to 40 years with cardio-respiratory
complications responsible for the death of the
patients. Some clinical trials are underway for the
evaluation of rAAV-microdystrophin (rAAV-MD) gene
therapy products. The objective is to modify the
phenotype of DMD patients closer to that of a more
benign dystrophinopathy, Becker muscular dystrophy
(BMD). If preliminary results are encouraging, BMD
remains a myopathy and reduces the life expectancy
of patients. Therefore, there is an urgent need to find
alternative strategies to MD-based gene therapy. In
DMD patients, as in animal models, muscle cell
necrosis is induced by an increased flux of Ca2+
(SPCa). This may be based on deregulated activity
and/or expression of ion channels, such as the

Transient Receptor Potential (TRP) channels. We
assessed the involvement of TRPC1 and TRPC3
channels in the pathogenesis of DMD in skeletal
muscle of the DMDmdx rat, an animal model that
mimics human DMD disease. We demonstrated
early increases in [Ca?*]. and SPCa in EDL muscle
fibers of DMD™dx rats compared to healthy rats. This
was accompanied by an increase in TRPC3
expression in dystrophic rats. We also shown that
the increase in SPCa in DMD™dx rats is linked to an
influx of Ca?* sensitive to Pyr10, an inhibitor of
TRPC3. Expression of MD via injection of rAAV-MD
induces only partial prevention of alterations in Ca?*
homeostasis, overexpression of TRPC3, and
muscle strength. TRPC3 thus represents a good
therapeutic target for the development of a
treatment for DMD, in addition to rAAV-MD gene
therapy. With this goal, we designed gene therapy
tools targeting TRPC3 to fight calcium dysregulation
in DMD.



