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La Myologie al'Académie Nationale de Médecine

omme annoncé dans le dernier numéro des
‘ Cahiers de Myologie de novembre dernier, voici

le tout premier numéro en ligne de la nouvelle for-
mule électronique des Cahiers.
Quel meilleur cadeau pouvait-on faire a la Myologie pour
inaugurer ce nouveau format des Cahiers de Myologie,
que celui de I'’Académie Nationale de Médecine en décer-
nant, le 17 déecembre dernier, la Grande Médaille de I' Aca-
démie Nationale de Médecine au Professeur Michel Far-
deau.
Cette grande et belle médaille vient mettre en pleine
lumiére, saluer, honorer I'immense apport a la Myologie
de Michel Fardeau. Par sa contribution exceptionnelle, ou
plus exactement son «combat », a '’émergence de notre
discipline, notre maitre, col-
legue et ami meérite ample-
ment (plus que largement)
cette distinction de cette noble
institution.
Michel Fardeau a entiérement
consacreé son activité médicale
et scientifique & la biologie du
muscle normal et patholo-
gique. Dans le discours aux
membres de cette éminente et
docte assemblée succédant a
la remise de la médaille,
Michel a rendu hommage «a
ceux qui ont rendu un tel
honneur possible » : En pre-
mier lieu, les Professeurs Ray-
mond Garcin et René Cou-
teaux, chez qui Michel a été
formé respectivement a la
neurologie clinique et a la bio-
logie cellulaire, et notamment
a la structure de la jonction neuromusculaire. Mais aussi
John Walton (Lord Walton of Detchant malheureuse-
ment décédeé le 21 avril 2016, voir 'article Hommage
de M. Fardeau) qui fut le premier en Europe a reconvertir
son service de neurologie en Centre d’Etudes des Maladies
Neuromusculaires, ainsi que W. King Engel, chez qui et
avec qui Michel a travaille durant une année au NIH a
Bethesda pour continuer par la suite un travail commun au
service de la Myologie. Sans oublier tous ceux et celles qui
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'ont accompagné au cours des années dans cette aventure,
que ce soit pour monter « le service de microscopie élec-
tronique dans le grenier de la vieille division Risler de
La Salpétriére » puis le laboratoire du Fer a Moulin, les
membres de I’équipe CNRS, puis de I'Unité de Recherche
Inserm dédiée a la pathologie musculaire, et enfin tous les
personnels de I'Institut de Myologie. Sans surprise pour
ceux qui le connaissent, Michel a également dédié cette
grande médaille aux patients qui lui ont fait confiance tout
au long des années, et a souligné le role déterminant de
Bernard Barataud, alors président d’une association de
patients qui devait devenir 'AFM, quand en 1978 ce der-
nier est venu le solliciter, lui et Francois Gros, pour des
conseils sur I'orientation scientifique de l'association.

«Ce qui me réjouit sans
doute le plus dans cette
aventure, est d’avoir
contribué a faire renaitre
dans ce pays la Myologie
comme discipline médicale,
dans I’endroit méme ou elle
est née, au siecle précédent,
a La Salpétriéere, avec
Duchenne de Boulogne. Et
de voir celle-ci aujourd’hui,
grdace aux efforts de tous,
étre dans le peloton de téte
des pays qui la font avancer »
(extrait de la réponse de
Michel Fardeau aux mem-
bres de I’Académie Natio-
nale de Médecine).

A titre personnel, j’avoue étre
trés fiere d’avoir le bonheur de
travailler aux cétés de Michel
Fardeau. C’est aprés avoir assisté a I'un de ses séminaires
sur les myopathies en 1988 au College de France, que j'ai
décidé d’orienter mon cursus vers la Myologie puis vers la
« Cardio-Myologie ». Un grand merci a vous, Michel, mais
aussi a Ketty Schwartz, qui comme vous I'avez rappelé dans
votre discours a apporté la valence « coeur », myocardique
dans votre groupe, pour m’avoir ouvert les portes de cette
trés belle discipline : La Myologie !!! Et nous sommes nom-
breux, ceux que Michel a conduits vers la Myologie !
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Nous avons tous maintenant une énorme responsabilité,
celle de continuer sur le chemin que Michel nous a ouvert
et continuer a promouvoir auprés du plus grand nombre la
Myologie afin que cette discipline soit pleinement
reconnue.

C’est dans cet état d’esprit que le bureau de la Société fran-
caise de Myologie a mis en place une politique scientifique
tournée vers les plus jeunes avec depuis 2006, le Prix
Master SFM et plus récemment en 2013, les Prix Commu-
nication de la SFM, décernés aux meilleures présentations
orales et affichées de jeunes chercheurs en Myologie. Pour
prolonger cette action et afin de valoriser ces différents
Prix, le comité éditorial des Cahiers de Myologie a souhaité
permettre aux récipiendaires de communiquer sur leurs tra-
vaux. Ainsi il a été proposé au lauréat du Prix Master 2014,
David Arnoud du Laboratoire Interuniversitaire de la Bio-
logie de la Motricité de Saint-Etienne, de rédiger un court
article sur le sujet de ses travaux de thése en cours et, aux
récipiendaires des Prix communications SFM décernés lors
des JSFM 2105 a Lyon, de rendre accessible leurs commu-
nications aux lecteurs des Cahiers de Myologie. Ainsi chers
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lecteurs, vous trouverez dans la rubrique «Prix Master
SFM », un article mettant en perspective les travaux de
Master primés en 2014 et le projet doctoral qui en a
découlé, et dans la rubrique « Prix Communication SFM »,
les textes des résumés des travaux des lauréats primés en
novembre dernier accompagnés d’une illustration.

Enfin, toujours dans I'optique de promouvoir la Myologie,
un autre événement marquant des derniers mois aura été
le congrés international Myology2016 organisé par
I’AFM-Téléthon a Lyon en mars dernier. Vous trouverez
dans la rubrique «Infos» un compte rendu détaille des
grands moments de cette trés belle réunion qui aura fait la
part belle aux tout derniers développements de la Myologie.

Toutes nos félicitations, cher Michel! Et un immense
MERCI pour la Myologie !

Myology at the National Academy of Medicine
Gisele Bonne - Présidente de la Sociéte Francaise de Myologie

LIENS D’INTERET
L’auteur déclare n’avoir aucun lien d’intérét concernant les données
publiées dans cet article.
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Sur la technique des biopsies musculaires (II)

Analyse de l'innervation motrice terminale
et des plaques motrices en pathologie
humaine

Un survol historique

Michel Fardeau, Stéphanie Bauché, Daniel Hantai

L’analyse de I'innervation motrice terminale (IMT) a marqué un premier virage majeur
dans I’analyse des biopsies musculaires, jusque la examinées sur coupes en paraffine et
colorations histologiques classiques. Ce fut dés 1952, essentiellement grace aux travaux
de Christian Coérs, bient6t suivi par A.L. Woolf [1] utilisant des colorations vitales au Bleu
de Méthyléne. Ces travaux, entrepris sous I'inspiration de J.G. Greenfield, avaient pour
but de mieux différencier les atteintes neuropathiques des atrophies par non-utilisation, ou
par cachexie, et des atteintes myopathiques. Ces travaux ont précédé de plusieurs années
I’application aux biopsies humaines des techniques cytochimiques et cytoenzymologiques

ainsi que les premiéres études en microscopie électronique.

L’innervation motrice des fibres musculaires avait
fait I'objet de travaux classiques de trés grande qua-
lité, sur matériel normal ou expérimental, a I'aide
des techniques d’imprégnation métallique, en parti-
culier les techniques développées par Bielchowsky.
Cela avait permis par exemple a Ranvier de décrire
au contact des fibres musculaires une arborisation
nerveuse terminale ; mais les aspects obtenus
avaient fait aussitét s’opposer les tenants d’une
théorie « réticulariste » autour de Boéke, aux tenants
de la théorie « neuroniste » soutenue par Ramon y
Cajal : les premiers voyaient a I'extrémité nerveuse
un « réseau périterminal » anastomosant fibrilles ner-
veuses et musculaires, alors que, pour les seconds,
les rameaux nerveux terminaux ne pénétraient pas
sous le sarcolemme des fibres musculaires. La
découverte, a 'aide de colorations vitales (au Vert
Janus) d’'un appareil sous-neural d’aspect lamellaire
par René Couteaux fut un argument trés fort en
faveur de ces derniers. La visualisation d'une activité
acétylcholinestérasique au niveau de I'appareil sous-
neural par Koélle et Friedenwald (1949), puis les
premiéres images obtenues en microscopie électro-
nique au début des années 1950 sur différents mateé-
riels devaient clore ce débat.

Les applications au matériel humain pathologique
devenaient alors possibles, en particulier avec les
modifications de la technique de Koélle introduite

par Couteaux et Taxi [2]. Demeurait cependant un
pré-requis pour I'application de ces techniques au
muscle humain : le repérage de la zone d’innerva-
tion motrice au cours des prélévements biopsiques
musculaires.

Le repérage de la zone d’innervation
motrice

Dans les muscles squelettiques des mammiféres, la
zone dans laquelle se terminent les axones moteurs
est en régle trés étroite, de I'ordre du millimetre, et
se situe a mi-distance des extrémités des fibres mus-
culaires, marquées par leur insertion tendineuse ou
aponévrotique. La longueur des fibres musculaires
étant trés variable, et pouvant dépasser plusieurs
centimétres dans les muscles humains habituelle-
ment biopsiés, un prélévement « au hasard » n’avait
donc que trés peu de chances de porter sur la zone
d’innervation.

Il fallait donc choisir en premier lieu des muscles
dans lesquels les fibres musculaires étaient relative-
ment courtes et leurs extrémités tendineuses faciles
a identifier dans le champ opératoire d’un préléve-
ment & ciel ouvert. Etaient plus particuliérement
accessibles, aux membres supérieurs, le chef moyen
du muscle deltoide et le muscle grand palmaire, et,
aux membres inférieurs, le muscle court péronier
latéral (ont également été étudiés, a des fins
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particuliéres, le muscle anconé et les muscles inter-
costaux externes). Pour les autres muscles, et a for-
tiori pour des muscles souvent biopsiés comme le
muscle biceps brachial ou le muscle vaste externe,
dont les faisceaux étaient beaucoup plus longs et les
extrémités tendineuses non accessibles par une inci-
sion cutanée limitée, il convenait donc de recourir a
d’autres techniques pour la localisation de cette zone
d’innervation.

La premiére technique utilisée a été électrophysio-
logique, avec repérage percutané du point moteur,
pour les muscles dont les fibres étaient paralléles a
la surface cutanée (ce fut en particulier la technique
utilisée par C. Coérs). Ce repérage préopératoire
peut étre complété par une stimulation électrique
per-opératoire  effectuée dans des conditions
compatibles avec l'asepsie chirurgicale; ceci
implique une installation particuliere de la salle
d’opération. Une autre technique, plus simple, et
strictement anatomique est possible. En effet, lors
de la dissection des faisceaux superficiels d’'un
muscle a 'aide d’un bistouri a lame pointue et trés
fine, lorsque I'on passe sur la zone d’innervation la
section des filets nerveux moteurs les plus superfi-
ciels déclenche un « twitch » trés bref, qui donne une
localisation trés précise de cette zone, au millimétre
prés; il est recommandé, pour les médecins en
charge de ce type de prélévements biopsiques,
d’avoir répété a I'avance cette manipulation sur les
muscles d’'un petit animal de laboratoire (rat ou
souris). Un prélévement musculaire de 8 a 12 milli-
metres de long peut alors étre réalisé, centré sur la
zone repérée.

La dissection des fascicules prélevés se poursuivra
sous la loupe binoculaire au laboratoire, avec la
confection de blocs « neuraux » contenant les pla-
ques motrices : soit par repérage des filets nerveux
terminaux avant ou aprés fixation par l'acide
osmique (M. Fardeau) [3], soit par visualisation des
plaques motrices par la technique de Koélle sur I'un
des faisceaux prélevés mis en parallele des faisceaux
sur lesquels seront effectués les prélévements « neu-
raux » (A.G. Engel) [4]. La confirmation de la pre-
sence des plaques motrices sera apportée par
I’examen des coupes semi-fines obtenues a partir de
ces blocs « neuraux » (Figure 1).

Visualisation des plagques motrices

et de l'innervation motrice terminale

1. La premiére méthode utilisée a donc été une colo-
ration vitale par le Bleu de Méthyléne. Elle consiste
en l'injection du fascicule prélevé, de 2 a 3 millime-
tres de large, par une solution a 0,03 % de Bleu de

Figure 1
Muscle jumeau interne. Plaque motrice normale. Technique de
Koélle modifiee [2].

Méthyléne dissous dans du sérum physiologique,
jusqu’a ce que le fascicule devienne « aussi bleu que
possible ». 1l est ensuite placé sous flux d’oxygéne,
puis fixé dans une solution de molybdate d’ammo-
nium pendant 24 heures a 4 °C. Il est ensuite fixé
par le formol a 10 % pendant 24 heures avant d’étre
débité en série en coupes a congélation de 50 a
100 microns d’épaisseur. Cette technique n’est plus
guére utilisée aujourd’hui que dans des conditions
expérimentales.

2. La visualisation des plaques motrices s’effectue
par la mise en évidence de I'activité acétylcholines-
térasique (AChE) des appareils sous-neuraux selon
la méthode de Koélle, adaptée par Couteaux et
Taxi [2].

Cette technique peut s’effectuer sur coupes conge-
lees des prélevements effectués, ou sur dilacérats de
quelques fascicules musculaires aprés une courte fixa-
tion formolée (4 a 6 heures). Elle comporte deux
temps, une préincubation dans une solution de Gly-
cocollate de Cuivre en tampon acétate a pHb5 et une
incubation dans la méme solution a laquelle a été
ajouté I'lodure d’Aceétylthiocholine, pendant trente
minutes, puis un virage dans une solution fraiche et
diluée (1 %) de sulfure d’ammonium. A I'état normal,
chez I'adulte, les appareils sous-neuraux sont formes
de quatre a six cupules, ou gouttiéres, finement
striées inscrites dans une zone ovale de trente ou
quarante microns dans son plus grand diametre, pour
des fibres musculaires de 40 a 60 microns de dia-
metre (Figure 1). Il existe en fait une relation linéaire
entre la taille et la surface des appareils sous-neuraux
et le diametre des fibres musculaires sous-jacentes.

3. La technique d'imprégnation meétallique la plus

communément utilisée reste celle de Bielchowsky-
Gros, sur matériel fixé par le formaldéhyde et débité
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Figure 2

en coupes de 50 a 100 microns incubées dans une
solution & 10 % de Nitrate d’Argent ammoniacal.
Cette technique permet de visualiser les neurites
terminaux (un par plaque a I’état normal) et 'arbo-
risation nerveuse terminale faite de deux a quatre
neurites trés fins, terminés parfois par un petit
anneau. Une technique d’imprégnation a I'Argent
selon Bodian peut étre combinée a la mise en évi-
dence de l'activité cholinestérasique des appareils
sous-neuraux, selon une méthode initialement pro-
posée par S. Manolov et adaptée par M. Fardeau
(Figure 2) [5].

4. Aujourd’hui, cet ensemble de techniques classi-
ques a été remplacé par I'analyse en microscopie
confocale aprés marquage des éléments pré - et
post-synaptiques par des anticorps ou toxines spé-
cifiques [6] : o-bungarotoxine-tétrarhodamine pour

Technique de S. Manolov modifiée [5].
A. Muscle humain normal (muscle deltoide). B. Plaque motrice de réinnervation (biopsie provenant

d’un patient atteint de SLA).

Figure 3
Jonction neuromusuclaire humaine normale. (A) L’axone terminal s’enchasse dans la totalité des
gouttiéres synaptiques (neurofilament en vert et Récepteur Cholinergique en rouge ; image de
gauche) et (B) on observe une cellule de Schwann terminale par gouttiéres synaptique (protéine
S100 en vert et RACh en rouge, image de droite). Echelle : 10 um.
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les sous-unités alpha du récepteur cholinergique ;
anticorps anti-neurofilaments (68 kDa, 165 kDa et
200 kDa) pour le marquage de I'axone terminal et
de ses ramifications ; fasciculine couplée a la fluo-
rescéine, pour le marquage de 'acétylcholinestérase
dans la fente synaptique. Un anticorps anti-S100
peut étre utilisé pour marquer la cellule de Schwann
qui coiffe I'arborisation nerveuse terminale. On met
ainsi en évidence les différentes composantes de la
jonction neuromusculaire (Figure 3).

Résultats en pathologie humaine

1. Dans les atteintes neuropathiques, la diminution
et laltération des axones terminaux vont de pair
avec un processus plus ou moins intense de bour-
geonnement (« sprouting ») collatéral. Il s’ensuit de
grandes variations dans la visualisation des neurites
terminaux, ainsi qu'une grande variabilité de taille
des appareils sous-neuraux. Ceux-ci sont souvent
réduits a une digitation, plus ou moins volumineuse,
correspondant a des plaques motrices de réinnerva-
tion (Figure 2B). Sur les préparations au Bleu de
Méthyléne, il est possible d’établir un rapport
d’innervation terminal - rapport entre le nombre
d’axones terminaux visibles et le nombre de fibres
musculaires innervées ; ce rapport est supérieur a 1
dans les atteintes neuropathiques.

2. Dans les atteintes dystrophiques musculaires, les
axones terminaux sont aisément visualisés et le rap-
port d’innervation terminal au voisinage de 1 ; il
existe une grande variabilité de taille des appareils
sous-neuraux, dont la structure fine est conservée.
Dans certaines dystrophies (dystrophie myotonique)
il a été noté une modification de la corrélation exis-
tant normalement entre les dimensions des appa-
reils sous-neuraux et le diameétre des fibres muscu-
laires sous-jacentes [7].

3. Dans les syndromes myasthéniques congénitaux
(SMCQ), l'analyse de I'IMT et des différents compo-
sants des plaques motrices est essentielle [8]. L'un
de ces syndromes peut étre caractérisé morpholo-
giquement, l'absence d’acétylcholinestérase par
deéficience de la «queue » collagénique (Col Q) sur
laquelle sont greffées normalement les tétraméres
d’AChE, alors que les neurites terminaux sont nor-
malement présents ; ceci implique bien évidemment
la normalitée des contrdles effectués en paralléle
(Figure 4). Ces syndromes de déficience en AChE
sont aujourd’hui parfaitement caractérisés au niveau
génétique moléculaire [9]. D’autres syndromes
myasthéniques congénitaux comportent des anoma-
lies du dispositif d’innervation terminale, en particu-
lier les syndromes avec déficience en agrine [10],
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Figure 4

Jonction neuromusuclaire d’un patient avec mutation dans le géne codant ColQ. Présence de
co-marquage AChR (vert), AChE (rouge) chez un patient contrdle (images du haut). Chez un patient

muté en ColQ, absence de marquage AChE (rouge) a la jonction neuromusculaire. Echelle : 10 pum.

l 0 N° 13 JUIN 2016

molécule sécrétée par les neurites terminaux et
essentielle pour la formation ou le remodelage des
jonctions neuromusculaires ; d’ou la présence simul-
tanée dans ce SMC de plaques dénervées et de pla-
ques « remodelées », avec une diminution du nombre
de récepteurs cholinergiques de 'ordre de 50 %.
Enfin, dans les myasthénies auto-immunes, il a été
montré depuis longtemps qu'il existait une simplifi-
cation des appareils sous-neuraux avec diminution
du nombre et de la profondeur des plis sous-neu-
raux, alors que le dispositif d’innervation terminale
n’était, en régle, pas modifié [11].

On the technics of human muscle biopsies (II)
Analysis of the terminal motor innervation
and endplates in human pathology

An historical overview

LIENS D’INTERET
Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét concernant
les données publiées dans cet article.
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Hommage & John Walton
(Lord Walton of Detchant), 1922-2016

Michel Fardeau

Le Professeur John
Wialton - Lord Walton of
Detchant - est decédé le
21 avril dernier. Avec lui
disparait le fondateur de
la myologie en Europe,
et!'une des personnalités
« premiéres » de la myo-
logie dans le monde.
John Walton était né en
1922 dans un petit vil-
lage minier du nord-est
del'Angleterre. Il restera
toujours trés attaché a sa région natale. A18 ans, en
1940, demandant a s’engager dans la Royal Air
Force, il n'y sera pas admis, I’Angleterre ayant
décidé de former en priorité de nouveaux médecins.
Il fera donc des études de médecine « accélérées » a
Newcastle-upon-Tyne. A la fin de ses études, il sera
appelé a servir dans la « Navy » comme Comman-
dant en second d’un navire-hopital, et servira en par-
ticulier au Moyen Orient. De retour a la vie civile, en
1948, il sera orienté par deux de ses « mentors », le
Professeur Nattrass, de Durham, et le Docteur
Henry Miller, de Newcastle, vers la neurologie. C’est
alors qu’'il examinera tous les patients identifiés
comme « dystrophie musculaire » dans le Comté du
Northumberland, et qu'il en tirera une classification
enfin claire de ces maladies, qui sera publiée, avec
Fred Nattrass, en 1954, dans Brain. Clarté d’esprit,
sens de l'organisation, rapidité de décision auront
été parmi les plus éminentes qualités de « John » :
C’est ainsi qu’il aimait qu'on I'appelat.

Décidé a continuer a travailler dans le domaine des
maladies neuromusculaires, il obtint un «fel-
lowship» de la Nuffield Foundation, pour aller
passer une année a Boston, au « Mass General Hos-
pital » auprés de Ray Adams. Il y approfondit ses
connaissances cliniques et histopathologiques des
affections neuromusculaires. Aprés avoir passé une
année supplémentaire de formation auprées du Doc-
teur Carmichael, a Queen Square (Londres), il revint
a Newcastle, avec un «grant» de la « Muscular
Dystrophy Association of America», qui lui
permit de recruter ses premiers collaborateurs en
clinique, électromyographie et biochimie. Nommé

Consultant en 1958, il obtint de pouvoir monter un
premier laboratoire de recherche en myopatho-
logie. L attribution de nouveaux « grants » lui permit
d’etoffer son équipe, et des « fellows » commenceé-
rent a venir du monde entier : le premier centre
européen de myologie était ainsi créé.

Ce n’est que plus tard, en 1983, qu’il quittera New-
castle pour Oxford, ou il sera nommé au poste presti-
gieux de « Warden of Green College» avant de
revenir, en 1989, a Newcastle. Entre temps, il aura
été anobli par la Reine, et de « Sir John » il sera devenu
« Lord Walton of Detchant ». Ses responsabilités dans
le développement des différentes institutions britanni-
ques et mondiales seront vite impressionnantes.
John aura eu une influence décisive dans le déve-
loppement de la myologie dans nombre de pays
dans le monde. Pour la France, il eut un réle majeur
dans le développement du laboratoire de la Salpé-
triére. Ami, a travers Henri Miller et Ray Adams, du
Professeur Raymond Garcin, il joua un role décisif
lorsque ce laboratoire fut fragilisé par la disparition
rapide de monsieur Garcin en 1971. Il vint alors
lui-méme de Newcastle plaider auprés du Doyen de
la Pitie-Salpétriere, le Professeur Paul Castaigne,
pour le maintien de ce laboratoire : ce qui fut alors
acquis. Dans ces années, les échanges et visites se
multipliérent entre Paris et Newcastle. John, et son
épouse Lady Betty, aimaient beaucoup notre pays,
dont ils pratiquaient «gentiment» la langue, y
compris en chansons, surtout & la fin d'un bon repas.
John aura été un garant trés stir du développement
de la myologie dans notre pays. Sa disparition est
pleurée par tous ses collaborateurs et amis, de New-
castle et du monde entier. Notre peine est égale a
la leur, a la hauteur de I'admiration que nous avions
pour cet homme et de ce que nous lui devons.

A Tribute to John Walton (Lord Walton of Det-
chant) 1922-2016

LIENS D’INTERET
L’auteur déclare n’avoir aucun lien d’intérét concernant les
données publiées dans cet article.

NOTE BIBLIOGRAPHIQUE

John Walton a conté toute son histoire personnelle dans un livre
«The Spice of Life: from Northumberland to World Neuro-
logy », London, Royal Society of Medicine, 1993.
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Poikilodermie héréditaire fibrosante,
myopathie rétractile et fibrose pulmonaire

(POIKTMP)

Une pathologie multisystémique liée a des mutations

dans le géne FAMI11B

Sandra Mercier, Sébastien Kiiry, Armelle Magot, Emmanuelle Salort-Campana,
Florence Caillon, Emmanuelle Fleurence, Julie Perrier, Jean-Yves Mahé, Yann Péréon,

Sébastien Barbarot, Stéphane Bézieau

Le syndrome POIKTMP constitue une entité multisystémique caractérisée par une
myopathie rétractile associée a des anomalies cutanées (poikilodermie, hypotrichose), une
atteinte respiratoire (syndrome restrictif, fibrose pulmonaire) et/ou des signes digestifs
(insuffisance pancréatique exocrine, hépatite). Il est li¢ a des mutations hétérozygotes dans
le géne FAM11 1B dont la fonction est peu connue a ce jour. Cette pathologie rare est

probablement encore sous-diagnostiquée.

Observation
L’enfant R., né en 2004, est le second d’une fratrie
de deux enfants issus de parents non apparentés,
sans antécédent familial particulier. Il est né au
terme d’une grossesse de déroulement normal avec
des mensurations de naissance normales.

A I'age d’un mois, une éruption cutanée faciale ery-
thémateuse apparait, déclenchée par une exposi-
tion solaire. Cette éruption évolue ensuite vers un
aspect de poikilodermie caractérisée par des lésions
réticulées des joues associant des télangiectasies et
une atrophie cutanée (Figure 1). 1l déeveloppe éga-
lement des lésions eczématiformes au niveau des
extrémités. On note une hypotrichose avec des che-
veux fins et épars, des sourcils et cils quasi inexis-
tants. En revanche, ses
ongles et ses dents sont
sans particularitée. Les
parents rapportent une
hypohidrose avec une
intolérance a la chaleur.
A l'age de 6 ans, il pre-
sente un lymphoedéme
des quatre membres,
prédominant aux mem-
bres inférieurs, qui s’est
compliqué d'un érysi-
péle a deux reprises.
Dans le méme temps,
il développe des ré-
tractions  rapidement

Figure 1
Aspect typique du visage associant poikilodermie et hypotrichose (d’aprés [3]).

progressives des triceps suraux conduisant a une
déformation en varus des deux pieds. Il présente
également un déficit musculaire distal puis proximo-
distal des membres inférieurs d’aggravation rapide-
ment progressive. Il a recours au fauteuil roulant
pour les déplacements extérieurs a partir de 'age de
7 ans. Une ténotomie, effectuée a cet age, permet
a l'enfant R. de remarcher sans aide ce qui n’exclut
pas un appareillage a visée orthopeédique et fonc-
tionnelle. Le déficit musculaire s’étend progressive-
ment aux quatre membres de facon distale et proxi-
male, sans sélectivité musculaire particuliére.

L’exploration initiale, a 7 ans, met en évidence un
taux de CPK normal et un tracé électromyogra-
phique myogéne au niveau des membres inférieurs.
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L’IRM musculaire montre une infiltration adipeuse
prédominant a la loge antérieure des cuisses avec
épargne relative du droit fémoral et trés diffuse aux
jambes, épargnant relativement le tibial postérieur
(Figure 2). L’électrocardiogramme est normal. Des
explorations fonctionnelles respiratoires montrent
un syndrome mixte restrictif et obstructif modéré
chezun gar¢on suivi par ailleurs pour un asthme (CVF
= 1,67 L(80 %), VEMS = 1,32 L (77 %), rapport de
Tiffeneau = 79 %). A I'age de 11 ans, un scanner
thoracique ne retrouve pas de signe de fibrose pulmo-
naire, mais une parésie diaphragmatique gauche.

Figure 2

IRM musculaire des membres inférieurs a I’age de 7 ans
(coupes transversales : cuisses [a], jambes [b] ; séquence
pondérée T1). Hyperintensités de la loge antérieure de cuisse, en
particulier du muscle vaste externe, et de la loge postérieure de
jambe (d’apres [3]).

Une biopsie musculaire est effectuée dans le vaste
externe et confirme l'infiltration adipeuse suspectée
a I'imagerie (Figure 3a,b). Le tissu musculaire rési-
duel est composé a la fois de fibres totalement pré-
servées et de fibres dystrophiques. Aucun foyer de
nécrose/régénération, aucune anomalie neurogéne
ne sont mis en évidence. L’aspect histologique et
immunohistochimique est aspécifique dans le tissu
apparemment sain. La biopsie cutanée montre un
aspect fibreux, sclérodermiforme, avec une altéra-
tion du réseau d’élastine formant des petits globules
dans le derme papillaire (Figure 3c,d).

Nous avons alors fait le lien entre cette observation
et la publication sud-africaine de Khumalo [1] qui
rapportait une famille multiplex avec cing membres
atteints sur deux générations présentant une poiki-
lodermie, des rétractions musculaires et une fibrose
pulmonaire. Le mode de transmission était autoso-
mique dominant au vu de I'arbre généalogique. Nous
avons recherché une mutation survenue de novo
chez I'enfant R. par une étude d’exome en trio
(étude par séquencage haut-débit de 'ADN du cas

Figure 3

Biopsie musculaire (a, b) et cutanée (c, d). a : infiltration
adipeuse diffuse (H&E x20) ; b : existence de fibres musculaires
préservées (H&E x100) ; ¢ : atrophie de I'épiderme avec aspect
sclérodermiforme (H&E, x20) ; d : anomalies du réseau élastique
avec formation de globules (fleches) (Weigert ; x150) (d’apres [3]).

index et des deux parents asymptomatiques). Un
seul variant, ¢.1879A>G (p.Arg627Gly), prédit
pathogéne a été mis en évidence dans le géne
FAM111B (NM_198947.3) dont la fonction était
alors totalement inconnue. Grace a une collabora-
tion avec I'équipe sud-africaine, nous avons pu
confirmer I'implication de ce géne dans ce nouveau
syndrome et établir le diagnostic chez I'enfant R.

Commentaire

Le syndrome POIKTMP lié au géne FAM111B a
étée décrit par notre équipe en 2013 [2]. Depuis,
nous avons recensé une cohorte de 10 familles
dont huit cas sporadiques [3]. L’atteinte cutanée de
type poikilodermie survient au cours des six pre-
miers mois de vie de maniére constante dans notre
série. Le deuxiéme signe évocateur est I'apparition
de la myopathie rétractile. Les rétractions muscu-
laires concernent classiquement les triceps suraux,
mais peuvent également concerner les membres
supérieurs. L’age d’apparition des rétractions est
trées variable : deés I'age de 2 ans, mais générale-
ment vers I'age de 6-7 ans. La ténotomie des ten-
dons d’Achille semble avoir de bons résultats sur
I'ensemble des patients opérés. Le déficit muscu-
laire est progressif touchant a la fois les membres
inférieurs et supérieurs au niveau proximal et distal.
La encore, I'atteinte est variable allant de la perte
de la marche a I'age de 3 ans pour la patiente la
plus sévere de la série jusqu'a un patient adulte
asymptomatique sur le plan musculaire a I'age de
38 ans. Le tonus axial est également concerné.
Certains patients présentent une scoliose modérée.
L’imagerie musculaire par IRM peut renseigner sur
I'atteinte musculaire et son évolutivité. Une atteinte
spécifique du muscle vaste latéral a été observée
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chez le patient adulte asymptomatique. Le dosage
des CPK peut étre normal ou modérément élevé
jusqu’a 500 UI/L. L’électromyogramme peut mon-
trer un tracé myogéne ou étre normal. Une biopsie
musculaire, effectuée chez six patients de la série,
retrouve le méme aspect histologique & savoir une
infiltration adipeuse majeure avec du tissu muscu-
laire résiduel d’aspect normal ou dystrophique. Il a
également été décrit des infiltrats focaux lympho-
cytaires ou macrophagiques sans foyer de nécrose/
régénération, ainsi qu'un aspect de fibres atrophi-
ques avec centralisation nucléaire. Un Western
blot effectué chez un patient a montré un déficit
secondaire en calpaine.

L’atteinte pulmonaire consiste généralement en un
syndrome restrictif, mais certains patients ont déve-
loppe, a I'age adulte, une fibrose pulmonaire rapi-
dement progressive en quelques années grevant le
pronostic.

Le phénotype a été étendu a des atteintes digestives,
en particulier a une insuffisance pancréatique exo-
crine. La stéatorrhée est retrouvée a l'interrogatoire.
L’insuffisance pancréatique exocrine est confirmée
par dosage de |'élastase fécale. Une atteinte héepa-
tique peut également étre présente avec une éléva-
tion chronique des transaminases (indépendante de
I'élévation des CPK), une cholestase ou une hépa-
tomégalie selon les patients. Une famille multiplex
a été publiée par Seo et al. [4] rapportant, en plus
de l'atteinte cutanée, une insuffisance pancréatique
exocrine chez 5/9 apparentés, ainsi qu’une atteinte
hématologique chez un patient (moelle osseuse
hypocellulaire). 1l n'y a pas d’atteinte musculaire
décrite dans cette famille, mais le phénotype n’est
pas trés détaillé et aucune imagerie musculaire n’a
été réalisée. Dans notre série, nous rapportons aussi
une atteinte hématologique a type de thrombocyto-
pénie et d’hyperéosinophilie.

Le spectre clinique de cette pathologie va s’affiner
avec le suivi des patients et le diagnostic de nou-
veaux patients.

Sur le plan moléculaire, cinq mutations différentes
ont été identifiées. Certaines sont présentes chez
plusieurs patients sans lien de parenté entre eux.

Pour les cas sporadiques, nous avons pu montrer
que les mutations étaient survenues de novo lorsque
le prélévement des parents était disponible. 1l s’agit
de mutations faux-sens prédites pour étre localisées
dans le domaine enzymatique de la protéine, un
domaine trypsine-like sérine protéase. La fonction
de FAM111B est encore trés mal connue. Un role
dans la réplication de I'ADN est suggéré [5], ce qui
serait concordant avec le role de RECQL4, hélicase
impliquée dans le principal diagnostic différentiel, le
syndrome de Rothmund-Thomson. L’atteinte mus-
culaire semble en revanche spécifique du syndrome
POIKTMP.

Nous menons actuellement des études fonction-
nelles dans le modéle poisson-zébre, sur des fibro-
blastes myoinduits de patients et prochainement
dans un modéle murin. Nous espérons que ces tra-
vaux conduiront vers une perspective thérapeutique
pour cette pathologie multisystémique, encore
aujourd’hui sous-diagnostiquée malgré un phéno-
type reconnaissable.

Hereditary fibrosing poikiloderma with retractile
myopathy, and pulmonary fibrosis: a multi-
system disease associated with mutations in the
FAM111B gene
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NOTE

! Notez que I'acronyme

« DMD » est utilisé pour
deésigner la maladie (DMD
pour 'appellation
anglo-saxonne

« Duchenne Muscular
Dystrophy ») dont les
initiales se trouvent
correspondre a
I'appellation francaise

« Dystrophie Musculaire de
Duchenne ») et le géne
DMD (qui comme tous les
noms de génes est
conventionnellement écrit
en italique).
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eDystrophin : un nouvel outil dédié
& une meilleure compréhension
des dystrophinopathies

Rabah Ben Yaou, Aurélie Nicolas, France Leturcq, Elisabeth Le Rumeur

Les dystrophies musculaires de Duchenne (DMD) et
de Becker (BMD) sont deux formes phénotypiques
sous-tendues par |'atteinte d’'un méme géne : le géne
DMD. Classiquement, le phénotype sévere DMD
résulte d'une mutation empéchant toute production
de la protéine correspondante, la dystrophine, alors
que le phénotype atténué BMD résulte de mutations
compatibles avec la synthése d’une dystrophine
anormale en quantité et/ou en qualité.

La dystrophine principale du muscle (isoforme
dp427m) est une protéine filamenteuse de type
spectrine ou 'on distingue quatre grands domaines
de tailles différentes [14, 16] (Figure 1) (domaines
N-terminal, central, riche en cystéine et C-terminal)
(Figure 1). Chacun de ces domaines interagit avec
plusieurs partenaires de la cellule musculaire dont le
nombre va croissant et dont I'identification est loin
d’étre achevée. Leur connaissance est essentielle
pour élucider la fonctionnalité de la dystrophine nor-
male et de ses variants pathologiques. Le domaine
central en particulier posséde de multiples interac-
tions avec les lipides membranaires qui maintien-
nent la dystrophine en contact avec le sarcolemme
[17, 18], l'actine [2], la sérine/thréonine kinase
Par-1b [39], les filaments intermeédiaires de type
synémines o, et B [4], les microtubules [29] et une
protéine enzymatique jouant un role clé dans l'acti-
vité musculaire, 'oxyde nitrique synthase neuronale
ou nNOS [15, 20].

Les premiéres mutations du géne DMD ont été iden-
tifiéesilya 30 ans. La connaissance du spectre muta-
tionnel de ce géne a progressivement permis de
mieux cerner les corrélations entre le génotype DMD
et le phénotype résultant. La grande majorité de ces
mutations sont des délétions intragéniques entrai-
nant la perte d’un ou plusieurs exons [1, 19, 34]. Les
duplications exoniques et les mutations ponctuelles
de divers types représentent aussi une part non négli-
geable des événements mutationnels du géne DMD.
Comme le veut la régle de Monaco [21], lorsque le
cadre de lecture résiduel est aboli, aucune protéine
n’est produite et le phénotype est de type DMD,
lorsqu’il est maintenu, une dystrophine tronquée est
produite avec un phénotype BMD. Cette régle

permet d’expliquer la difference phénotypique
entres les deux formes alléliques DMD et BMD. C’est
sur ce principe que les stratégies thérapeutiques de
saut d’exon au niveau transcriptionnel sont fondées
[35]. Encore faut-il que la dystrophine tronquée ainsi
produite apreés rétablissement du cadre de lecture ait
une fonctionnalité suffisante permettant par exemple
de « transformer » un malade DMD en un BMD. Or,
comme l'indiquent les cas de phénotypes séveres,
BMD séveres voire DMD, résultant de délétions théo-
riquement en phase, il est possible que la dystrophine
tronquée résiduelle soit de qualité médiocre. Cela met
en exergue non seulement I'importance de la produc-
tion d’une dystrophine « viable » mais aussi de bonne
qualité. Ainsi, toutes les dystrophines issues de muta-
tions non-tronquantes (appelées aussi «quasi-
dystrophines ») ne se valent pas [16]. Les travaux de
Chamberlain sur les micro-dystrophines et mini-dys-
trophines ont permis de préciser les exons néces-
saires et les exons indispensables permettant de
maintenir une dystrophine fonctionnelle [12]. La
perte d’interaction avec ses partenaires, |effet
«modificateur » de variants sur d’autres génes et le
retentissement sur la configuration secondaire et ter-
tiaire de la quasi-dystrophine issues de mutations
non-tronquantes sont autant de pistes prometteuses
qui permettront non seulement de comprendre la
variabilité phénotypique au sein des dystrophinopa-
thies [11, 26] mais aussi de sélectionner les quasidys-
trophines les plus optimales dans le cadre du saut
d’exon thérapeutique.

Dans cette optique, nous avons développé eDystro-
phin, une banque de données librement accessible sur
internet et interactive permettant non seulement de
prédire les conséquences structurales des mutations
du géne DMD conservant le cadre de lecture mais
aussi leurs conséquences phénotypiques et protéi-
ques observées chez les patients qui en sont porteurs.

La dystrophine : le géne et la protéine

La dystrophine est une protéine encodée par un
énorme géne, appelé DMD?, situé sur le bras court
du chromosome X en Xp21.2 [13, 22]. Il comporte
2,4 millions de paires de bases, ce qui en fait le plus
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grand géne humain, et est composé de 79 exons.
Les introns représentent 99 % de la taille du géne.
Ce géne permet la synthése de 7 isoformes princi-
pales de la dystrophine, de tailles différentes, grace
a la présence de 7 promoteurs tissus-spécifiques.
Trois de ces promoteurs (appelés promoteurs M, B
et P) sont situés en amont du premier exon et per-
mettent la synthése des dystrophines pleine lon-
gueur fonctionnellement équivalentes car ne diffe-
rent que par les quelques premiers acides aminés de
leurs extrémités N-terminales (dp427m, dp427b et
dp427p) alors que les 4 autres promoteurs sont
intragéniques et permettent la synthése d’isoformes
de taille réduite (dp260, dp140, dpll6, dp71).
Nous ne nous étendrons pas sur les nombreuses iso-
formes secondaires produites par épissages alterna-
tifs internes au géne. La dystrophine pleine longueur
est constituée de 3 685 acides aminés pour un poids
moléculaire de 427 kDa. Elle est présente dans les
tissus musculaires squelettique et cardiaque, le cer-
veau, la rétine, les cellules gliales et de Purkinje et
en quantité trés réduite dans les lymphocytes. Elle
fait partie de la grande famille de protéines filamen-
teuses de type «spectrine », caractérisées par un
domaine N-terminal se liant a 'actine ainsi que par
la présence de motifs répétés homologues a ceux de
la spectrine appelés « répétitions ».

La dystrophine est composée de quatre grands
domaines [14, 16] (Figure 1) :

¢ Le domaine N-terminal ou domaine de liaison a
I'actine (Actin Binding Domain ou ABD1), compre-
nant les premiers 246 acides aminés. Ce domaine
est lui-méme constitué de deux sous-domaines dits
«homologues a la calponine » (CH1 et CH2) réunis
par un fragment en hélice o.. En plus de sa liaison a
I'actine, ce domaine lie également les kératines 19
et 8.

e [ e domaine central (ou rod domain) va de I'acide
aminé 247 au 3045. Il représente ainsi 76 % de la
protéine. Il est constitué de 24 répétitions homolo-
gues a la spectrine (ou spectrine like, R1 a R24) et
de 4 charniéres riches en proline (ou « hinges », H1

Deorramre corvicel

a H4) divisant le domaine central en 3 sous-
domaines. Ce domaine central posséde diverses
interactions avec les lipides membranaires via
2 domaines de liaison aux lipides (lipid binding
domain ou LBD) au niveau des répétitions R1-R3
(LBD1) et R4-R19 (LBD2) qui maintiennent la dys-
trophine en contact avec le sarcolemme [17, 18],
l'actine (domaine ABD2, répétitions 11-17) [2], la
sérine/thréonine kinase Par-1b (répétitions R8-R9)
[39], les synémines o et B qui sont des protéines de
la famille des filaments intermeédiaires (répétitions
R11-R14) [4] et 'oxyde nitrique synthétase neuro-
nale ou nNOS (répétitions R16-R17) [15, 20] et
enfin les microtubules (répétitions R20-24) [29] per-
mettant de maintenir prés du sarcolemme cette pro-
téine enzymatique jouant un rdle clé dans l'activité
musculaire.

e Le domaine riche en cystéine (cysteine rich
repeats ou CRR) va de I'acide aminé 3080 a 3360.
Il est composé de quatre sous-domaines : 1 domaine
appele «WW» (2 tryptophanes séparées par
21 acides aminés), 2 domaines en « main EF » (« EF
hand », EFH1 et EFH2) organisés en hélice-boucle-
hélice et d'un domaine en doigt de zinc (ZZ). Le
domaine CRR se lie avec le -dystroglycane (3-DG)
qui, en interagissant avec I'o-dystroglycane et les
sarcoglycanes, forme le complexe dystrophine-gly-
coprotéines (DGC) [5, 9]. 1l se lie aussi a la syne-
mine o [4], la plectine [31], la myosprine (protéine
kinase de type A) [29] et I'ankyrine [3].

¢ Le domaine C-terminal formé des 325 derniers
résidus est composé de faisceaux d’hélices similaires
a ceux présents dans le domaine central. 1l interagit
avec la dystrobrévine, les syntrophines et la myos-
prine [24, 30, 32, 33].

La dystrophine est localisée sous la face interne du
sarcolemme en lien intime avec les glycoprotéines
sarcolemmiques formant le complexe DGC. Elle
joue un role essentiel durant le cycle contraction-
relaxation musculaire. En formant un lien entre la
matrice extracellulaire et le cytosquelette d’actine, la
dystrophine protége le sarcolemme de la rupture
durant le stress induit par la contraction musculaire
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Figure 1

Les différents grands domaines de la dystrophine et les protéines interagissant avec elle. Voir texte pour les abréviations.
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[27]. Plusieurs hypotheses ont été émises pour expli-
quer les mécanismes moléculaires mis en jeu. Ces
hypothéses font référence a sa structure filamen-
teuse et a ses nombreux domaines de liaison.

Les dystrophinopathies : spectre clinique
et mutationnel

Les dystrophinopathies sont I'ensemble des affec-
tions causées par des mutations du géne codant la
dystrophine [6, 19, 23, 34]. Elles sont transmises
selon le mode récessif lie a I'X. Nous ne nous éten-
drons pas ici sur les aspects cliniques deétaillés. Les
dystrophinopathies sont essentiellement représen-
tées par :

- La DMD, dystrophie musculaire sévere de
'enfant, affectant 1 sur 3 500 a 6 000 garcons nais-
sant par an, débutant classiquement vers 3-4 ans par
des difficultés motrices aux membres inférieurs avec
pseudohypertrophie des mollets, s’accentuant pro-
gressivement jusqu’'a la perte de la marche autour
de I'age de 10 ans, avant 13 ans dans la grande
majorité des cas. Apparaissent ensuite des atteintes
musculaire axiale (cyspho-scoliose), respiratoire
(insuffisance respiratoire restrictive) et cardiaque
(cardiomyopathie dilatée) évolutives qui font toute la
gravité de la maladie et sont souvent responsables
du déces en général au cours de la 3° décennie.

La BMD est une dystrophie musculaire moins sévéere
que la DMD, de début plus tardif & 'adolescence ou
I'age adulte, avec difficultés motrices et hypertro-
phie musculaire, mais moins évolutive avec quand
méme impotence fonctionnelle pouvant étre
majeure et aller jusqu’a la perte de la marche, entre
40 et 60 ans. En revanche une atteinte cardiaque
est constante chez les BMD, devenant patente a
partir de la 4° décennie de vie, de sévérité variable
pouvant nécessiter parfois une transplantation car-
diaque. L’atteinte respiratoire est aussi présente
mais beaucoup moins séveére et plus tardive que dans
la DMD. Une atteinte cognitive de sévérité variable
est plus frequemment observée dans les DMD que
dans les BMD, essentiellement retrouvée chez les
patients porteurs de mutation en aval de I'exon 51.

La DMD et la BMD apparaissent ainsi comme les
deux extrémes du spectre phénotypique des dystro-
phinopathies. Entre ces deux entités, se retrouvent un
certain nombre de patients dits « intermédiaires », per-
dant souvent la marche aprés 13 ans et avant 16 ans
[8]. Exceptionnellement, certains patients, porteurs
de certaines mutations, développent une cardiomyo-
pathie dilatée sans atteinte musculaire squelettique
associée avec cependant une élévation des CPK. A
I'extréme bout du spectre clinique des dystrophinopa-
thies, un certain nombre de patients a été rapporté

sous I'étiquette de dystrophinopathies « pseudométa-
boliques » avec intolérance a I'effort, rhabdomyolyse
et hypertrophie musculaire ou élévation isolée des
CPK. Beaucoup de ces patients développent par la
suite une symptomatologie musculaire déficitaire et
une atteinte cardiorespiratoire rejoignant ainsi le phé-
notype BMD. Enfin, bien qu’affectant théoriquement
les garcons, certaines femmes porteuses hétérozy-
gotes pour la mutation DMD peuvent manifester des
symptdmes en cas de translocation équilibrée impli-
quant le chromosome X ou d’inactivation réciproque
non équilibrée des chromosomes X. Dans ces cas,
peut étre observée une atteinte cardiaque isolée ou
musculo-cardiaque ressemblant souvent a celle
observée dans la BMD et plus rarement de la DMD (on
parle alors de « Duchenne féminin »).

Les mutations du géene DMD responsables des dys-
trophinopathies sont représentées par des grandes
deéletions d'un ou plusieurs exons (60 a 70 % des
cas), des mutations ponctuelles (i.e. petites inser-
tions ou délétions d’'un ou plusieurs nucléotides,
non-sens (stops directs), introniques et faux-sens (15
a 20 %) et des grandes duplications d’'un ou plu-
sieurs exons (10 a 15 %) [1, 19, 34]. La région cen-
trale du géne s’étendant entre les exons 45 et 55
est la plus pourvoyeuse de délétions exoniques avec
trés souvent des délétions débutant a l'exon 45
(point de cassure proximal dans l'intron 44).

Les corrélations phénotype/génotype

au sein des dystrophinopathies

La variabilité phénotypique inter- et intrafamiliale
des affections génétiques est largement connue.
Comment expliquer que des mutations dans un
méme géne puissent étre responsables d’expres-
sions phénotypiques aussi différentes allant des
patients pauci-symptomatiques a des affections
aussi sévéres que la DMD ?

1. Larégle de Monaco et ses exceptions

La référence pour expliquer la difféerence phénoty-
pique entres les deux formes alléliques DMD et BMD
est la régle proposée par Tony Monaco [21] sur la
conservation ou non d’un cadre de lecture ouvert du
transcrit (I'ARN) muté de la dystrophine. Si la muta-
tion a pour conséquence d’entrainer un codon stop
prématuré dans le transcrit mature, celui-ci sera
dégradé par le systéme de surveillance des ARN
dans la cellule (nonsense mediated mRNA decay
ou NMD) et la conséquence sera une absence de
production de dystrophine dans le muscle des
patients conduisant & un phénotype sévéere de DMD.
En revanche, si cette mutation permet de maintenir
un cadre de lecture ouvert dans le transcrit muté, la
synthése d'une dystrophine tronquée en quantité
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normale ou réduite assurera un phénotype moins
sévere de type BMD. Dans la majorité des cas de
mutations ponctuelles et de délétions, cette régle
s’applique, alors que la prédiction des conséquences
des duplications est plus difficile.

Cette régle souffre cependant d’exceptions nom-
breuses mettant en exergue non seulement I'impor-
tance de la production d’une dystrophine «viable »
mais aussi son caractére fonctionnel et la préserva-
tion de ses capacités a se lier avec ses principaux
partenaires.

Les mutations prédites hors phase mais
associées a un phénotype atténué

L’analyse des transcrits a partir de la biopsie mus-
culaire permet d’expliquer comment des délétions
mono-exoniques, comme par exemple celle de
I'exon 45, prédites hors phase, ont été élargies en
délétion en phase par un épissage alternatif de
'exon adjacent (ici I'exon 44) : la conséquence est
la production minime d’une dystrophine suffisam-
ment exprimée pour entrainer un phénotype plus
modéré [7]. Dans la partie N-terminale du géne, la
réactivation d'un promoteur alternatif situé dans
I'exon 8 pourrait permettre de rendre «silen-
cieuses » certaines des délétions situés en amont (ex :
délétion des exons 3 a 7), permettant la synthése
d’une protéine tronquée mais fonctionnelle. Si un
épissage alternatif affecte un exon porteur d’'une
mutation « non-sens » dans le domaine répété de la
dystrophine (exons 23 a 42), une délétion en phase
est alors générée et une dystrophine active produite.
Une mutation non-sens trés distale dans le géne
(aprés I'exon 70) pourrait ne pas étre reconnue par
le systétme NMD, permettant la synthése d’une pro-
téine délétée de sa partie C-terminale mais toujours
ancrée a la membrane par son site de liaison a la
B-dystroglycane (exons 63-69).

Les mutations prédites en phase mais associées
a un phénotype sévere

Lorsqu’une délétion exonique en phase touche un
domaine fonctionnel essentiel comme celui du
domaine de liaison a 'actine ou ABD1 au début du
géne, le site d’ancrage de la protéine générée est
alors aboli et le phénotype associé plus sévére. De
la méme facon, si I'étendue d’une délétion en phase
débutant autour des exons 3 et 4 est trop large, on
remarque souvent que le phénotype des patients qui
en sont porteurs se rapproche davantage de celui
d’'une DMD que de celle d’'une BMD. Un épissage
alternatif aux bornes d’'une délétion exonique en
phase peut expliquer un phénotype sévere. La zone
de liaison d’un des partenaires de la dystrophine, la
nNOS, est codée par la partie du géne DMD située
entre les exons 42 et 45. Elle se trouve abolie chez
les patients porteurs d'une délétion en phase

emportant les exons 45 a 55, théoriquement tous
exprimant un phénotype BMD. L’étude d’une
grande série de tels patients montre une hétérogé-
néité clinique corrélée a 'expression et a la locali-
sation perturbée de cette nNOS [11] sans que I'on
connaisse encore les mécanismes expliquant ces dif-
féerences.

2. Les autres facteurs modificateurs

Certaines exceptions ne sont pas explicables en
tenant compte uniquement des différents éléments
cités plus haut reflétant ainsi la nécessité de mieux
disséequer les mécanismes moléculaires liant le géno-
type au phénotype. Cela permettra peut-étre
d’aboutir a une régle plus universelle que la régle de
Monaco. Durant ces derniéres années, d’autres fac-
teurs ont été identifies comme pouvant influer sur
la sévérité du phénotype au sein des dystrophino-
pathies.

- Les génes modificateurs : [’étude paralléle du
transcriptome et du génome a permis d’impliquer
plusieurs génes dont des polymorphismes pourraient
avoir un role dans la modulation du phénotype chez
les patients souffrant de DMD [37]. Ainsil’expression
de l'ostéopontine, codée par le géne SPP1 dont le
promoteur est activé par des protéines membres de la
famille du TGF-B a pu étre corrélée aux ages de perte
de la marche variables chez les patients [28]. De
méme le rdle du TGF-§ via la protéine LTBP4
(Latent TGF-B binding protein 4) est souligné dans
des études de cohortes de patients dont la marche est
perdue a des ages différents [10]. D’autres génes
modificateurs comme ANXA6 codant 'annexine
A6, protéine liant le calcium et jouant un rdle dans la
réparation musculaire a été impliqué chez les
modeéles animaux type Zebrafish mais pas encore
chez 'homme. Chez les chiens GRMD (Golden
Retriever muscular dystrophy), modéle canin de la
DMD, comportant pourtant une absence compléte
de dystrophine, I'atteinte musculaire modérée et la
longévité quasi normale peuvent étre expliquées par
une surexpression du géne Jagged1 codant une pro-
téine régulatrice de la voie Notch [36].

- La structure de la dystrophine : A ['état normal,
le domaine central de la dystrophine comporte
24 répétitions, constituées d’environ 109 acides
aminés chacune. Ces répétitions sont trés peu iden-
tiques entre elles mais sont toutes caractérisées par
la succession de motifs en heptades le long de la
séquence. Une heptade est définie par sept acides
aminés successifs numérotés de «a» a «g» ou les
résidus en position «a» et «d» sont hydrophobes.
Les répétitions d’heptades sont la base de la
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structure en faisceau de trois hélices des répétitions
de la dystrophine [16, 38]. Ainsi, chaque répétition
est composée de trois hélices o reliées par deux bou-
cles, le tout organisé en faisceau de trois hélices
(coiled-coil) (Figure 2). Ces répétitions s’enchainent

et sont liées par une hélice commune formée par la
troisiéme hélice de la premiére répétition et la pre-
miére hélice de la suivante et dont la partie centrale
est appelée linker (Figure 2).

Figure 2

Resb [t 1 134 AR

Structure en en faisceau de trois hélices de deux répétitions successives de la dystrophine. La répétition 17 comporte trois hélices o
(A, B et C) reliées par deux boucles. Elle s’enchaine directement avec la répétition 18 (composée de trois hélices A’, B’ et C’) par son

hélice C via un « linker ».

La régle de Monaco a permis de comprendre la
base des différences entre mutations qui décalent le
cadre de lecture pour lesquelles il n'y a en général
pas de dystrophine exprimée et un phénotype
DMD associé, et celles conservant le cadre de lec-
ture qui permettent I'expression de dystrophines
tronquées, associées a un phénotype BMD réputé
peu sévere. Le terme « partiellement fonctionnel »
associé aux dystrophines tronquées est ainsi apparu
comme le corollaire de I'adjectif « peu sévére » des
phénotypes BMD. Cependant, méme si cela reste
une base importante, il convient de tempérer la
régle de Monaco en examinant attentivement les
cas de BMD avec diverses délétions exoniques. En
effet, il y a des BMD sévéres avec un age de perte
de marche et d’apparition d’'une atteinte cardiaque
relativement précoces. Nous avons fait I’hypothése
que les structures des différentes dystrophines

Délétion des exons 45-47

Nauvelle jonction
B1T40

Figure 3

tronquées ne sont peut-étre pas similaires et pour-
raient en partie expliquer ces variations de sévérité.
Nous avons ainsi réecemment montré que la struc-
ture de la dystrophine résultant de délétions exoni-
ques en phase dans le domaine central était cor-
rélée a la sévérité des patients qui en sont porteurs
(Figure 3) [26]. En effet, les délétions des exons 45
a48 et 45 a 51, observées chez des patients BMD,
entrainent la formation d'une nouvelle répétition
(dite répétition hybride) ressemblant aux répétitions
sauvages et sont responsables d'un phénotype
moins sévére (en terme d’age de perte de la marche
et d’age d’apparition d’'une cardiomyopathie) que
les délétions des exons 45 a 47 et 45 a 49 qui
aboutissent a la formation d’une nouvelle structure
ayant des caractéristiques éloignées de celle des
répétitions  sauvages (appelées répétition frac-
tionnée) [26].

Délétion des exons 45-55
AW
L
ne:
1{5‘"
RITH L

Exemples des délétions des exons 45-47 et 45-55. La délétion 45-47 enléve la moitié de la répétition 17 et les 4/5% de la répétition 18
créant une nouvelle jonction (indiquée R17//R18) entre les séquences conservées de R17 et de R18. Cependant, cette séquence ne
conserve pas la structure en coiled-coil de la région R17//R18. La délétion des exons 45-55 enléve la moitié de la répétition 17 et la
moitié de la répétition R22 créant une nouvelle jonction entre les séquences conservées de ces deux répétitions. Cette séquence permet la

reconstitution d'une structure en coiled-coil typique de la dystrophine.

Rappel bref sur les banques de données
dédiées aux dystrophinopathies et mise

en place d’eDystrophin

Une banque de données est une collection de don-
nées organisées (génétiques et cliniques...) gérées
par un systéme de gestion de banque de données
(Excel, Access, UMD, LOVD...). Il existe actuelle-

ment des centaines de banques de données dédiées
aux pathologies humaines et quelques dizaines
consacrées aux affections neuromusculaires, ces der-
niéres compilant en général les données génétiques
et cliniques de patients, soit publiées dans la littéra-
ture, soit identifiees dans des laboratoires de dia-
gnostic géneétique de ces affections. Concernant les
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dystrophinopathies, la banque de données de Leiden
(http://www.dmd.nl/nmdb/home.php?select_db=

DMD_d) compile les mutations du géne DMD rappor-
tées dans la littérature mais aussi celles soumises direc-
tement par les généticiens molécularistes qui le sou-
haitent. Depuis quelques années, de nombreux pays
ont développé des banques de données dédiées a
diverses affections neuromusculaires et plus particu-
lierement aux dystrophinopathies (voir liste exhaus-
tive sur www.treat-nmd.eu/resources/patient-regis
tries/list/). L’inclusion dans ces banques de données
se fait soit par le professionnel de santé suivant le
patient et/ou soit par un auto-enregistrement des
patients via une interface internet. La banque de don-
nées UMD-DMD France (voir http://umd.be/
DMDy), utilisant I'outil UMD comme systéme de ges-
tion de banque de données, a été développée dans
I'esprit de rassembler dans un lieu unique I'ensemble
des données moléculaires et cliniques des patients
dystrophinopathes analysés dans les 14 laboratoires
de diagnostic des dystrophinopathies en France.
L’accumulation de données concernant des milliers
de patients permettrait non seulement d’établir des
corrélations phénotype/génotype plus précises au
sein des dystrophinopathies mais aussi de préparer
l'arrivée des futurs traitements basés sur le géne. En
effet, ces derniers s’appliquant sur des sous-groupes
de patients porteurs de mutations spécifiques (délé-
tions particuliéres, mutations non-sens), il était sou-
haitable que I'’ensemble des patients francais soient
regroupés dans une banque de données unique.

Afin d’intégrer les conséquences structurales des
mutations maintenant le cadre de lecture de la dys-
trophine, nous avons mis en place depuis 2012 une
nouvelle banque de données appelée eDystrophin
[25]. eDystrophin comporte un répertoire : (1) de
toutes les mutations ne décalant pas la cadre de lec-
ture, identifiées dans nos laboratoires ou rapportées
dans la littérature, des phénotypes correspondants
mais aussi des résultats de 1'étude de la dystrophine
en immunofluorescence et en Western-blot (WB)
quand cette étude a été réalisée. Les délétions exo-
niques sont les plus fréquentes avec 61 % de toutes
les mutations incluses dans eDystrophin, les dupli-
cations représentent 50 %, les mutations faux-sens
11 % et les petites délétions en phase 4 % et (2) des
structures obtenues par modélisation par homologie
des protéines résultant de ces délétions.

Cette banque de données pourrait permettre
d’approfondir les corrélations phénotype/génotype
en y associant un phénotype « structure protéique »
apportant ainsi une meilleure connaissance des
zones d’interaction de la dystrophine, plus proche de
la réalité de la dystrophine dans le muscle. A terme,
cela devrait donner des indications importantes pour

les thérapies de la DMD par saut d’exon. Ce type de
thérapies a pour but de transformer un patient DMD
en patient BMD. Les conséquences structurales pré-
dites dans eDystrophin pourraient permettre un
meilleur choix des délétions cibles a obtenir avec le
saut d’exon ou il s’agit d’obtenir un phénotype BMD
le moins sévere possible.

eDystrophin

1. Mise en place

eDystrophin, librement accessible via I'adresse
http://edystrophin.genouest.org/, est une banque
de données interactive développée avec MySQL
5.1.37 dans la suite logiciel MAMP (http://www.
mamp.info/en/index.html). Le site web est construit
avec XHTML, PHP 5 et JavaScript. La banque et le
site sont hébergés par la plate-forme BioGenouest
(http://www.genouest.org) et fonctionne avec le ser-
veur Apache 2.2.3. My Domains (http://prosite.
expasy.org/mydomains/) est utilisé pour représenter
les protéines mutées et I'application Jmol (http://
jmol.sourceforge.net/index.fr.html) est implémentée
dans la banque pour la visualisation des structures
tridimensionnelles des protéines.

En plus des données structurales concernant les diffé-
rentes dystrophines issues de mutations non-tron-
quantes générées a I'Institut de Génétique et Dévelop-
pement de Rennes, eDystrophin contient des données
cliniques et protéiques globales observées chez les
patients porteurs de ces méme mutations rapportés
dans la littérature ou identifiés dans le laboratoire de
biochimie et génétique moléculaire de I'’hopital
Cochin. eDystrophin permet ainsi de confronter en un
seul lieu les données structurales avec leurs conse-
quences cliniques et protéiques (Figure 4).

2. Rubriques
La banque eDystrophin est organisée en quatre sec-
tions : « Knowledge », « Explore database », « Statis-
tics » et « Links » (Figure 5).
e La rubrique «Knowledge»: Rassemble des
connaissances de base sur le géne DMD, en don-
nant a l'aide d’'un schéma les bornes des 79 exons,
la position des 7 promoteurs internes et la position
des différents domaines protéiques codés par les
exons. Un schéma indique également les différents
exons codant les différentes isoformes de la dystro-
phine. Deux sous-rubriques sont consacrées aux dif-
féerentes isoformes protéiques en termes de domaine
structuraux et aux différents domaines de liaison aux
protéines et lipides partenaires.
¢ La rubrique « Explore database » : Cette rubrique
est essentiellement une rubrique de télécharge-
ment de séquences ou d’informations concernant :

Les cahiers de myologie
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Figure 4
Sources du contenu actuel de la banque eDystrophin.

Figure 5

Accueil de la banque de données eDystrophin. (A) Bandeau d’accueil, (B) bandeau présentant les boutons interactifs permettant
d’explorer la banque de données, (C) Présentation de la section « knowledge » montrant la sous-section « Dystrophin isoforms », (D) le
bouton « Wild-type dystrophin » permet d’accéder a cing sous-sections dans lesquelles le chercheur peut importer des données sur les
isoformes de la dystrophine, les sequences des 79 exons, des domaines structuraux et des domaines d’interaction et enfin importer les
structures ou les modéles tri-dimensionnels des différents domaines de la dystrophine.
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- La dystrophine sauvage : isoformes, séquence
exonique, domaines structuraux, domaines d’inte-
ractions, structure 3D de la dystrophine. Cette
rubrique permet de télécharger toutes les données
de base de séquences géniques ou protéiques, des
domaines structuraux ou des domaines d’interaction
avec les partenaires ainsi que les structures tridimen-
sionnelles des domaines, obtenues soit par cristallo-
graphie soit par modélisation par homologie.

- La dystrophine mutée (mutations en phase)
(Figures 6 et 7)

Cette partie est le caeur et I'une des plus riches de la
banque eDystrophin. Elle fait le répertoire de toutes
les mutations en phase connues du géne DMD avec
des indications sur le nombre de patients répertoriés
et les origines des données (données issues du labo-
ratoire de biochimie et génétique moléculaire
[hopital Cochin, Paris] ou données publiées), les
résultats de I'étude de la dystrophine en WB ainsi que
le modéle par homologie de toutes les délétions exo-
niques ne décalant pas le cadre de lecture.

Les requétes se font soit par types mutationnels
(délétions, duplications, mutations faux sens), soit
par protéines résultant de tel ou tel saut d’exon, soit
par phénotype (DMD, BMD, IMD, cardiomyopa-
thie, asymptomatique ou inconnu) ou soit par
domaine impliqué dans la mutation.

¢ La Rubrique « Statistics » : comporte quelques sta-
tistiques générales sur les données figurant dans
eDystrophin.

¢ La Rubrique « Links » : comporte des liens sur des
sites utiles ainsi que la liste des références dont est
extraite une partie des mutations incluses dans eDys-
trophin.

3. Utilisation

Nous présentons ci-dessous un exemple des don-
nées obtenues pour une délétion en phase trés fre-
quente : la délétion des exons 45 a 47 (Figure 7).

Conclusion

Les dystrophinopathies représentent I'une des affec-
tions musculaires génétiques les plus fréquentes. La
multiplicité de leurs expressions phénotypiques est
sous-tendue non seulement par la diversite des
mécanismes mutationnels mis en jeu dans le géne
DMD mais aussi par les conséquences de ces muta-
tions sur le transcrit et surtout sur la quantité et la
qualite de la dystrophine finalement produite. Les
modifications de la structure de la dystrophine résul-
tant des mutations ne décalant pas le cadre de lecture
interviennent dans la modulation fine du phénotype.
La banque eDystrophin permet, par des requétes
simples, d’étudier les conséquences structurales des
mutations DMD ne décalant pas le cadre de lecture.
Nous encourageons la communauté médicale et
scientifique a la consulter et I'utiliser pour mieux
appréhender la variabilité des phénotypes observés
mais aussi de mieux cibler les délétions d’intéerét dans
le cadre de la thérapie basée sur le saut d’exon.
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Figure 6

Exploration de la section « dystrophines mutées » de la banque de données. Aprés avoir activé le bouton délétions, le chercheur pointe
sur ce schéma des exons du géne un exon impliqué dans la délétion d’intérét. Apparait le panneau a droite répertoriant les délétions
impliquant cet exon. Le chercheur pointe alors la délétion d’intérét. Activant le bouton « see protein » une sous-section s’ouvre (voir

Figure 7).
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Figure 7

Exemple de résultat de la requéte pour la délétion des exons 45-47. La partie A renseigne sur la distribution phénotypique des patients
porteurs de cette délétion inclus dans eDystrophin avec la liste de références bibliographiques des patients publiés. La liste de choix « Data
displayed » permet d’afficher plusieurs paramétres phénotypiques ou les résultats de I'étude de la dystrophine en western blot. La partie B
permet d’afficher le ou les domaines altérés par la mutation. La partie C permet d’afficher I'état altéré ou conservé des domaines
d’interactions de la dystrophine. La partie D permet d’afficher entre autres une représentation de la structure tridimensionnelle obtenue par
modélisation de la nouvelle jonction entre la répétition proximale et distale bordant la délétion. eDystrophin précise entre autres si une
répétition « hybride » ou « fractionnée » est reconstituée.
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eDystrophin: a new tool for better understan-
ding dystrophinopathies
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Les troubles de 'oralité alimentaire
dans les maladies neuromusculaires

Analyse et prise en charge

Danielle Ginisty, Héléne Rak-Merkin, Abdelkhaled Kaddour-Brahim

Les difficultés de passage a une alimentation en morceaux sont d’une extréme fréquence
chez les enfants atteints de pathologies neuromusculaires, en rapport direct avec le déficit

moteur dans son expression bucco-faciale.

L’oralité alimentaire de I'enfant évolue avec les deux
dentitions, de la tétée quand le bébé n’a pas encore
de dents vers 'alimentation a la cuillére puis, avec
I'eruption des dents lactéales, I’alimentation en mor-
ceaux débute.

Les difficultés de passage de I'alimentation liquide a
une alimentation plus épaisse puis solide sont d’'une
extréme fréquence chez les enfants atteints de
pathologies neuromusculaires [1, 2]).

Premier temps de la déglutition

Le premier temps de la déglutition correspond au
conditionnement dans la cavité buccale du bol ali-
mentaire avant la déglutition proprement dite qui est
un temps réflexe.

Ce temps reéflexe postérieur intervient dés que le bol
alimentaire passe de la cavité buccale vers le pha-
rynx au niveau du rideau vélaire.

Passer de la tétée du lait a la mastication d’aliments
solides, en morceaux, se fait sur une période longue
fonction de I'éruption des molaires et surtout des
derniéres qui sont indispensables (de 18 a 30 mois)
avec un nouveau geste mandibulaire de mastication.
e Lors de la tétée, la mandibule suit des mouve-
ments de bielle avant-arriére avec une excursion sen-
siblement paralléle de la mandibule et de la langue
qui vient au contact des lévres et de la tétine ou du
sein (déglutition de type I).

e Mastiquer demande de connaitre le croquer puis
de pouvoir triturer les morceaux avec une excursion
latérale de la mandibule permettant I’écrasement des
morceaux entre les molaires [3]. La déglutition se
fait avec la langue en position de recul au palais
(déglutition adulte).

Eléments pouvant perturber

cette évolution praxique

Quels sont les éléments a prendre en compte pou-
vant perturber cette évolution praxique en cas de
pathologies neuromusculaires ?

¢ Bien manger, c’est d’abord manger

sans douleurs

Des dents saines c’est bien le premier objectif préa-
lable a toute amélioration de la qualité de I'alimen-
tation [4].

En I'absence d’hygiene buccale réguliére, les gingi-
vites sont d'une extréme fréquence, majorées par la
respiration buccale a fortiori en cas de ventilation
sous pression positive ; les gingivites sont doulou-
reuses, s’accompagnent de saignements des gen-
cives au brossage ; si le brossage n’est pas fait, les
saignements comme le risque de caries augmentent.
Les caries sont douloureuses a I'alimentation et sont
a l'origine de foyers infectieux. Les cellulites et les
phlegmons en sont la complication locorégionale la
plus redoutable. Elles surviennent le plus souvent
aprés des abcés dentaires a répétition.

La destruction des couronnes dentaires entraine une
réduction des possibilites masticatrices et peut
majorer les difficultés alimentaires avec une stagna-
tion pondérale.

Les soins dentaires sont donc le premier geste sal-
vateur, si possible a I'état vigile, d’ou I'importance
du premier contact avec un praticien formé a I’abord
de I'enfant, si possible au sein d’une équipe pluridis-
ciplinaire, avec possibilité de relaxation psychomo-
trice ou équivalent.

L’anesthésie générale en cas de caries multiples ou
compliquées d’abcés est souvent inévitable ; elle
permet des soins efficaces puisque tous les soins
conservateurs et les extractions sont réalisés dans le
méme temps aprés radiographies si besoin.
Insistons sur le nécessaire travail préventif relayé en
milieu éducatif.

La limitation du grignotage, I'arrét du biberon lacté
ou sucré et la réalisation d'un brossage efficient le
soir au coucher en sont les principaux éléments.
Leur application dés I'éruption des dents lactéales
est la premiére mesure a prendre.
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¢ Les contacts dentaires insuffisants

Meilleurs sont les contacts entre les arcades, meil-
leure est la mastication.

Les anomalies de croissance des maxillaires et par-
ticulierement les béances (absence de contact entre
les arcades dentaires) réduisent les contacts et I'effi-
cacité de mastication (Figure 1).

Figure 1

Béance antérieure.

En cas de MNM, plusieurs facteurs expliquent les
difficultés de prise en charge, fonction de la gravité
de la pathologie :

Les traitements orthopédiques

et particuliérement les corsets avec appui
mentonnier

Ces traitements réalisent un traitement orthopeé-
dique a contrario sur la mandibule avec limitation
de I'ouverture buccale (méme si on enléve la men-
tonniére aux repas), et posture de défense de
'enfant menton en retrait ou évitement vers I'avant
selon ses possibilités posturales.

D’ou une mandibule en rétroposition dans le pre-
mier cas ou en proglissement parfois asymétrique
dans le second (Figure 2).

Figure 2
Promandibulie secondaire au port de la mentonniére d’'un
corset.

Aucun traitement orthodontique ne peut étre effi-
cace tant que le corset est en place.
Nous sommes donc trés favorables aux nouvelles
thérapeutiques orthopédiques micro-invasives qui
limitent ce conflit corset-mandibule.

Les difficultés ventilatoires

Ces difficultés expliquent la position bouche ouverte
avec une position basse de la langue et une proman-
dibulie avec béance.

Les masques du commerce utilisés classiquement
pour la VNI sont des forces extra-orales compara-
bles a celles utilisées en orthopédie dento-faciale
mais d’action opposée a la bonne croissance du
massif facial (Figure 2).

L’utilisation d’'un masque sur mesure limite ces effets.
En cas d’indication de ventilation sur trachéotomie, la
prise en charge orthodontique peut étre plus aisée.
Le déséquilibre musculaire entre langue,
muscles masticateurs et mimique faciale

Le déficit moteur des muscles masticateurs entraine
a la fois faiblesse de mastication, limitation de
I'ouverture buccale et inocclusion labiale, ce qui
majore l'impact prédominant de la langue sur le
développement de la mandibule [5].

Son interposition entre les arcades est a |'origine des
béances (Figure 1) et de I'excés de croissance de la
mandibule avec un maxillaire supérieur trop étroit
d’'ou des contacts molaires peu performants.
L’examen complet de la cavité buccale permet de
différencier les anomalies accessibles a des traite-
ments courants (troubles d’articulation phonétique
ou des praxies de déglutition) des macroglossies
(Figure 3) liées le plus souvent dans les maladies
neuromusculaires a une infiltration graisseuse des
fibres musculaires.

uy

Figure 3
Macroglossie avec interposition permanente de la langue.

Les traitements orthodontiques aprés le début
d’éruption des dents définitives permettent de favo-
riser la croissance du maxillaire supérieur a la condi-
tion d’'une hygiéne dentaire parfaite.

Mais ce traitement reste souvent insuffisant a long
terme du fait de la macroglossie souvent d’appari-
tion secondaire a l'adolescence. C’est pourquoi
les glossoplasties sont dans notre expérience
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d’indication tardive, le plus souvent a la demande de
I'adolescent, pour améliorer I'alimentation, I'articu-
lation phonétique, tenter de limiter I'incontinence
salivaire. Elles restent exceptionnelles dans notre
expérience comme les ostéotomies correctrices car
un tel programme orthodontico-chirurgical est lourd
a mettre en place [6, 7].

Les dysfonctionnements des loges masticatrices
Ces dysfonctionnements sont causés ou majorés par
des contacts occlusaux anormaux sur des

dents saines ou traitées. 1l s’agit d’anomalies fonc-
tionnelles qui s’ajoutent aux troubles moteurs liés
aux maladies neuromusculaires.

Outre les difficultés alimentaires, les signes d’appel
sont un bruxisme (grincements dentaires), des
crampes douloureuses des muscles masticateurs ou
un trismus (limitation d’ouverture buccale) au réveil,
aux repas, ou encore des morsures parfois répétées
de la langue des lévres ou de la muqueuse des joues.
La méthode choisie d’occlusodontie appliquée a
I'enfant consiste en des meulages sélectifs [8, 9] ;
elle est indolore, respecte la hauteur des dents natu-
relles et nécessite une simple consultation, chaque
séance étant réalisée a 3-5 semaines d’intervalle.
Les conditions pour réaliser ce traitement sont une
denture stable, et précisément I'absence de traite-
ment orthodontique. Elle procure une détente
immeédiate des muscles masticateurs et un engréne-
ment dentaire instantané optimal.

Cette méthode a été évaluée chez 75 enfants (38 de
sexe féminin) présentant une pathologie handica-
pante sans troubles du temps réflexe postérieur de
la déglutition, dont neuf atteints de maladie neuro-
musculaire.

Le premier impact concerne le changement de tex-
ture alimentaire pour ceux qui mangeaient mixé
(31 enfants), la durée et la fatigabilité lors des repas
pour les autres.

L’amélioration a été constatée chez 64 enfants
(85 %) apres trois séances en moyenne (1 a 6).

- 21 enfants sur le groupe de 31 (68 %) ont acquis
la mastication avec le passage a une alimentation en
morceaux.

- Le gain de force de mastication est patent pour la
quasi-totalite des enfants mangeant des morceaux
avant I'occlusodontie (43 enfants sur 44) avec une
diminution de la durée du repas pour trois, une nor-
malisation des repas pour 11, une fatigabilité
moindre pour 18, une diversification alimentaire en
particulier pour la viande (morceaux coupés moins
finement) pour 10 enfants.

L’amélioration de la mastication n’a pas toujours été
immediate, le gain de force étant progressif jusqu’'a
2 ans apreés le traitement (en denture stable et sans
autre thérapeutique).

Le deuxiéme impact concerne la fréquence des
fausses routes chez 12 enfants.

Les fausses routes occasionnelles en rapport avec la
déglutition de morceaux non mastiqués ont totale-
ment disparu dans sept cas et celles aux liquides dans
neuf cas.

Enfin, un plus grand confort buccal a été obtenu - a
defaut d’'un changement alimentaire - chez onze
enfants avec un impact positif sur bruxisme, trismus,
morsures et fausses routes. Deux enfants de ce
groupe présentaient une MNM (amyotrophie spi-
nale de type I, et neuropathie sensitive sévére).
L’occlusodontie prend en compte des troubles fonc-
tionnels d’origine occlusale favorisant un gain d’effi-
cacité de mastication, de déglutition et un plus grand
confort buccal.

Conclusion

L’examen stomatologique concerne I’ensemble des
effecteurs du temps buccal avec un impact sur les
praxies alimentaires, phonétiques ainsi que sur la
croissance faciale.

L’analyse des anomalies permet de définir un plan
de traitement spécifique tenant compte de la patho-
logie de chaque enfant et intégré au plan de traite-
ment pédiatrique.

Feeding disorders in neuromuscular diseases:
analysis and management
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Retentissement des troubles cognitifs sur la
vie sociale, professionnelle et émotionnelle
des patients dans la forme adulte

de la dystrophie myotonique de type I

Sabrina Sayah, Alexandre Morin

La forme adulte de la dystrophie myotonique de type I (DM1) est une maladie
neuromusculaire qui, au-dela des symptomes somatiques, peut impacter les fonctions
coghnitives et plus spécifiquement les fonctions exécutives et la cognition sociale. Ces
perturbations sont variables d’un individu a I’autre. Lorsqu’il existe une atteinte de la
spheére exécutive et socio-émotionnelle, méme discrete, elle peut avoir un retentissement
important sur la vie sociale, professionnelle et émotionnelle des patients.

La dystrophie myotonique de type I (DM1) est une
pathologie neuromusculaire définie sur le plan géne-
tique par une expansion de triplets dans le géne
DMPK. En plus des symptomes musculaires, le phé-
notype comporte des atteintes multisystémiques
liées a une expression génétique trés variable selon
les tissus. Dans la forme adulte, I'atteinte cérébrale
est de déecouverte récente et serait a I'origine de trou-
bles cognitifs chez certains patients [1, 2]. Il est fré-
quemment décrit des hypersignaux de la substance
blanche dont les plus typiques sont au niveau des
poles temporaux (Figure 1). L’étude de Caso et al.
recense des anomalies de la substance blanche signi-
ficatives chez 95 % des patients [3]. Des patterns
diffus d’atrophie cérébrale de la substance grise au
niveau des régions frontales, mais aussi temporales
et pariétales, sont également mis en évidence
(Figure 2) [4] en comparant les patients DM1 a des
sujets contréles a I'aide de la technique voxel base
morphometry, permettant de comparer la densité
de substance grise, voxel par voxel, dans les diffé-
rentes régions cérébrales.

Au niveau moléculaire, 'expansion de triplet du
géne DMPK est responsable de I'épissage anormal
de certains génes et donc de la production d’iso-
formes protéiques anormales. Il est ainsi retrouvé au
niveau cérébral la présence d’une isoforme de Tau
(protéines en lien avec certaines maladies neurodé-
génératives) spécifique a cette pathologie. Néan-
moins, la corrélation entre les atteintes radiologi-
ques et les atteintes cognitives n’'a pas été
démontrée. Un complément par imagerie de type
tracking de fibres est prévu a llnstitut de la
Mémoire et de la maladie d’Alzheimer (IM2A) et a

I'Institut de Myologie afin d’apporter de nouveaux
élements de réponse sur les mécanismes cérébraux
sous-jacents a ces troubles. Les atteintes cogni-
tivo-comportementales décrites dans cette patho-
logie peuvent avoir un retentissement conséquent
sur la qualité de vie et sur l'insertion socio-profes-
sionnelle des patients [5]. Il parait donc important,
a la lumiére de la littérature actuelle et des nouvelles
données collectées dans le cadre du suivi habituel
des patients a I'Institut de Myologie et lors d’'une
recherche effectuée a I'M2A [6], de détailler les
fonctions atteintes et les moyens de les prendre en
charge.

Les fonctions exécutives

Les troubles cognitifs observés dans la DM1 concer-
nent principalement les fonctions frontales et sont
caracterisés par des difficultés exécutives et des trou-
bles de la cognition sociale [2]. Les fonctions exécu-
tives interviennent lorsque I'individu doit s’adapter a
une situation nouvelle et que les schémas automati-
ques et routiniers ne sont plus suffisants. Elles per-
mettent également d’adapter et de contrdler son dis-
cours, ses pensées et sa maniére de répondre a une
situation donnée. Les atteintes exécutives les plus
frequemment décrites chez les patients atteints de
DM1 concernent la flexibilitée mentale, 'inhibition et
I'initiation. La planification, I'élaboration de strate-
gies et les capacités de mémoire de travail apparais-
sent quant a elle préservées [6].

L’inhibition permet de mettre de coté le schéma
habituel afin de s’adapter a une situation nouvelle
tandis que la flexibilite permet de passer d'une
tache a l'autre en fonction du but a atteindre. Des
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Figure 1
IRM cérébrale en T2 FLAIR :
temporaux.

Figure 2
Patterns d’atrophie de substance grise en Voxel Base Morphometry chez les sujets DM1
adultes comparés a une population contrdle [4] (avec I'aimable autorisation de Antonini G et al.,
2004, NESMOS Department, University of Rome Sapienza).
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hypersignaux de substance blanche confluents des deux poles

difficultés d’inhibition et de flexibilitt peuvent
entrainer des conduites dites « persévératives » : le
patient peut ainsi rester focalisé sur une seule et
meéme idée pendant un long moment, reflétant non
pas une personnalité rigide mais un défaut de

flexibilité et d’inhibition. Il est également fréquent
d’observer des conduites impulsives et une tendance
a interrompre 'interlocuteur pendant son discours.
Ces difficultés peuvent pénaliser le patient dans sa vie
professionnelle et sociale et entrainer des situations
de rejet ou d’'incompréhension de la part des autres.
Certains patients peuvent présenter une réduction
des comportements volontaires dirigés vers un but.
Cette apathie est caractérisée par une difficulté a
initier, planifier et maintenir un comportement
moteur, une idée ou une stratégie. L.’entourage per-
coit souvent ce manque d’initiative comme un trait
de caracteére et il leur arrive de qualifier a tort leur
proche de « paresseux », alors que ce comportement
est le reflet d’une atteinte cognitive.

La cognition sociale

En ce qui concerne la cognition sociale, définissant
I'ensemble des aptitudes et expériences émotion-
nelles et sociales régulant les relations entre les indi-
vidus et permettant d’expliquer et prédire les
comportements humains individuels ou en groupe
[7], celleci peut étre altérée notamment dans le
champ de la théorie de 'esprit. La théorie de I'esprit
fait réféerence a la capacité de se représenter et
d’attribuer des états mentaux, des émotions et des
intentions a soi-méme et a autrui. Elle permet a
I'individu de se décentrer de ses propres états men-
taux afin de se mettre a la place de l'autre et de
comprendre que certaines croyances ou désirs puis-
sent différer d’une personne a I'autre. Des troubles
de la théorie de I'esprit provoquent des situations
sociales embarrassantes, des quiproquos ou des dif-
ficultés a comprendre l'ironie et le second degré.
Les patients atteints de DM1 peuvent étre génés
dans I'élaboration d’un sens sous-jacent a une situa-
tion sociale, un discours, une blague et par consé-
quent rencontrer des difficultés relationnelles impor-
tantes. Dans le milieu professionnel cette difficulté
peut constituer un véritable obstacle par exemple
lorsque le patient ne percoit pas le mécontentement
de son supérieur hiérarchique et persiste dans des
comportements inadaptés a la situation créant ainsi
un malaise dans la communication.

Il semble essentiel de noter que tous les patients ne
présentent pas ces difficultés cognitives et qu’elles
sont trés variables d’'un individu a l'autre en termes
d’intensité et de répercussions dans la vie quoti-
dienne. Quand ces troubles sont présents, ils peuvent
amener a penser que les patients atteints de cette
pathologie présentent une personnalité type. Il a
d’ailleurs été montré que les patients atteints de DM 1
présentent un profil de personnalité spécifique carac-
térisé par une baisse de I'expressivité émotionnelle.
Ce déficit émotionnel peut étre consécutif a une
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réaction d’adaptation a la maladie et/ou au retentis-
sement de I'atteinte des fonctions cognitives [8].

L’apport du bilan neuropsychologique
Compte tenu de I'impact de ces troubles sur la vie
sociale, professionnelle et émotionnelle des
patients, un bilan neuropsychologique centré sur les
fonctions frontales peut étre demandé dans le but
d’investiguer la présence de ces troubles et d’en
informer le patient et son entourage familial. La res-
titution du bilan peut alors permettre de débloquer
de nombreuses situations d’incompréhension pou-
vant exister dans certaines familles. Une restitution
psychoéducative constituerait également un moyen
d’encourager l'entourage a attribuer certains
comportements spécifiques a ces troubles cognitifs
et non a un aspect négatif de la personnalité du
patient. A terme, une prise en charge cognitive
adaptée pourra étre proposée.

Une recherche multicentrique est réalisée dans dif-
ferents services hospitaliers prenant en charge des
patients atteints de DM1. Cette étude, appelée
OPTIMISTIC, se base sur une approche psychothé-
rapeutique cognitivo-comportementale (TCC) [9]
centrée sur les difficultés rencontrées dans la vie quo-
tidienne dans le but de limiter les comportements,
les pensées et les représentations qui en sont a I'ori-
gine. L’objectif est d’améliorer la qualité de vie des
patients en se basant sur trois difficultés majeures
retrouvées dans cette pathologie : la fatigue intense,
la réduction d'initiative et les difficultés relation-
nelles. Ce protocole en cours a pour visée de
prendre en compte ces difficultés d’ordre cognitif
afin de les inclure dans une approche thérapeutique
plus globale. Enfin, il est important de rappeler que
le patient a une histoire de vie avec des probléma-
tiques propres ; les prises en charge se doivent alors
d’étre adaptées a chaque patient en fonction de ses
besoins et demandes.

En conclusion
II semble nécessaire, au vu des connaissances
actuelles, d’intégrer I'évaluation et la prise en charge

des troubles cognitifs au parcours de soin des
patients atteints de DM 1. La mise en place d’un pro-
tocole d’imagerie avec tracking de fibres permettra
a lavenir d’apporter de nouveaux éléments de
réponse sur les liens entre les mécanismes cérébraux
et les troubles cognitifs dans cette pathologie. Cette
technique utilisant 'IRM de diffusion permet d’ana-
lyser la densité des faisceaux de substance blanche
selon leur localisation et d’évaluer leur intégrité. Une
meilleure compréhension des manifestations cére-
brales aménera certainement a une meilleure ges-
tion de ces troubles.

Impact of cognitive impairment on the social,
professional and emotional life of adult patients
with myotonic dystrophy type 1
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Le séquencage de nouvelle génération
(Next-Generation Sequencing, ou NGS)
appliqué au diagnostic de maladies
monogéniques hétérogénes

Notions essentielles pour le dialogue entre cliniciens

et généticiens

Martin Krahn, Nicolas Lévy, Marc Bartoli

Le dialogue entre généticiens et cliniciens est devenu plus que jamais nécessaire avec
I'implémentation du NGS pour le diagnostic génétique de pathologies hétérogénes. Une
interaction étroite permet d’optimiser les possibilités d’'un diagnostic précis, en retenant
I'implication d’un géne dans la pathologie que présente le patient, par I'interprétation des
mutations souvent nombreuses mises en évidence par les analyses de NGS dans une
diversité importante de géenes. Pour cela, une connaissance synthétique du processus de
NGS est dorénavant nécessaire en pratique clinique. Ce processus comporte de multiples
étapes de génération et d’analyse des données, associées a un vocabulaire spécifique, dont
nous souhaitons présenter les notions essentielles dans cette Fiche Pratique.

La commercialisation depuis 2005 des technologies
de NGS a révolutionné au cours de ces derniéres
années la dimension des analyses génétiques par un
changement majeur d’échelle des capacités de
séquencage.

Ayant trouvé rapidement de nombreuses applica-
tions dans le domaine de la recherche, en particulier
pour l'identification de nouveaux génes impliqués
dans des maladies monogéniques, le NGS a progres-
sivement été validé pour des applications en dia-
gnostic génétique.

Le NGS repose sur la génération massive de don-
nées de séquences obtenues par des cycles succes-
sifs d’incorporation de nucléotides, et ainsi I'émis-
sion de signaux qui sont ensuite convertis en
information de séquence. Différentes technologies
existent actuellement, notamment basées sur un
séquencage en paralléle de millions de molécules
d’ADN, avec une augmentation toujours croissante
des capacités de séquencage associée a une diminu-
tion progressive des colts, et de nouvelles appro-
ches sont en développement (en particulier le
séquencage direct de molécules d’ADN uniques).
De maniére schématique, le processus de NGS est
constitué de multiples étapes de génération et
d’analyse des données, avec la prise en compte de
criteres de qualité de séquencage (en particulier

I'analyse de la « couverture » et de la « profondeur
de lecture » de la séquence d’intérét), qui sont pré-
sentées de maniere synthétique dans la figure en
association avec des termes d’usage courant asso-
ciés.

Le NGS permet dorénavant d’effectuer I'analyse de
régions d’intérét de grande taille, ce qui n’était pas
possible avec le séquencage « classique » (méthode
de Sanger) utilisé depuis les années 1980, en raison
de limitations de cofits et de débit de quantités de
séquences pouvant étre générées, ce qui restreignait
son application a des approches de séquencage
«géne aprés géne », responsable dans de nombreux
cas d'une longue errance diagnostique.

Avec une multiplication des capacités de séquen-
cage dans un rapport de plusieurs dizaines voire cen-
taines de milliers de fois par rapport au séquencage
Sanger, le NGS a permis le développement de nou-
velles stratégies d’analyses mutationnelles, dont trois
principales sont actuellement utilisées :

¢ Analyse de «listes de génes» ou «panel de
génes»: il s’agit de l'analyse simultanée de la
séquence d'un certain nombre de génes d’intérét
(habituellement une ou plusieurs dizaines). Comme
pour le sequencage Sanger, 'analyse est habituelle-
ment centrée sur les régions codantes des génes et
les bornes introniques flanquantes, ol est localisée
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la majorité des mutations déléteres. L’approche
« panel de génes » est actuellement la plus utilisée en
diagnostic génétique, notamment pour analyser des
listes de génes connus comme étant impliqués dans
un groupe de pathologies (par exemples les dystro-
phies musculaires, ou encore les myopathies ou les
neuropathies périphériques au sens large). Certains
«panels de génes » trés larges sont commercialisés
et comportent la majorite des génes répertoriés
comme étant impliqués en pathologie humaine (plus
de 4 000), dans la base de données OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man, www.omim.org).
Ces «super-panels» sont également appelés
«exomes cliniques ».

¢ Analyse « d’exome » (« Whole Exome Analysis/
WES ») : cette approche consiste en I'analyse simul-
tanée de la totalite des séquences codantes (et
bornes introniques flanquantes) de tous les génes du
génome (environ 20 000), correspondant & environ
1% du génome, soit environ 180 000 exons et
30 millions de paires de bases.

e Analyse du génome dans son intégralité
(« Whole Genome Analysis »/WGS) soit 3 milliards
de bases, comprenant les séquences codantes et non
codantes.

Il est & noter que certains laboratoires ont choisi de
mettre en place des stratégies de séquencage
«large » (panel OMIM, exome, voire génome pour
certains laboratoires pionniers anglo-saxons), puis
d’effectuer un filtrage restreint sur liste de génes
d’intérét, ce qui permet une «ouverture » du filtre
d’analyse informatique a une liste plus grande en cas
de reésultat initial non concluant. Le choix de la stra-
tégie prend actuellement en compte notamment les
capacités des séquenceurs dont disposent les labo-
ratoires, et en lien avec ceci les coiits de I'analyse.

La conséquence directe de I'augmentation des capa-
cités de séquencage a été I'augmentation considé-
rable des données mutationnelles & interpréter. A
titre d’exemple, l'analyse de I'exome d’un individu
génére en moyenne 25 000 variants par rapport a
la séquence de référence du génome humain.
L’objectif etant d’identifier la ou les mutation(s) déle-
téres responsable(s) de la pathologie que présente
le patient, le défi consiste a recueillir un maximum
d’informations disponibles pour chacun des variants
de séquence identifiés, et effectuer une interpréta-
tion & deux niveaux : juger du caractére pathogéne
ou non des variants, puis de leur lien avec la

Les cahiers de myologie



Les cahiers de myologie

pathologie concernée. Cette étape essentielle de
I'analyse, appelée «annotation », permet grace a
des logiciels spécifiques de compiler des informa-
tions trés diverses (type de variant, statut hétérozy-
gote/homozygote/hémizygote, données de descrip-
tion et de fréquence de bases de données
mutationnelles, données bioinformatiques prédic-
tives de pathogeénicité, données de ségrégation fami-
liale, etc.), qui permettront d’appliquer des filires de
tri. Malgré I'utilisation de filtres, la conclusion n’est
pas toujours évidente, et la validation de I'implica-
tion d’une/de mutation(s) d’'un géne dans la patho-
logie que présente le patient est largement optimisée
par une discussion conjointe des résultats entre
géneéticiens et cliniciens. Néanmoins, le taux de dia-
gnostic positif obtenu pour des analyses en NGS de
cas index sporadiques reste limité a 25-50 %, selon
les pathologies, avec des résultats équivalents pour
les approches «panel» ou «exome». Selon des
études récentes, une relative amélioration est
obtenue par le séquencage de génome dans sa tota-
lite, sachant qu'une proportion probablement
importante d’événements mutationnels délétéres
reste pour l'instant «difficilement accessible » en
raison d’éléments insuffisants pour I'interprétation,
en particulier pour des variants en régions non-
codantes.

Avec le changement d’échelle associé aux analyses
NGS, les comptes rendus d’analyse, et |'information
a apporter aux patients se sont également complexi-
fies. A I'initiative de la Fondation Maladies Rares, un
groupe d’experts a élaboré une notice d’'information
et un modéle de consentement a vocation nationale
(disponibles en téléchargement : http://fondation-
maladiesrares.org/actualite/consentement-a-letude
-des-caracteristiques-genetiques), prenant en compte
le contexte du NGS. Ces documents abordent en par-
ticulier la probléematique des identifications « fortuites/
accidentelles » (variants « supplémentaires » dans des
génes analysés en lien avec la pathologie que présente
le patient, appelées identifications « non-sollicitées » ;
ou sans lien, appelées « identifications secondaires »).

Afin de clarifier I'offre diagnostique par NGS, des
réflexions ont été engagées dans le cadre des diffe-
rentes filieres nationales de maladies rares, et
notamment FILNEMUS. L’objectif est de proposer
sur le plan national une démarche homogéne consis-
tant en l'analyse de listes de génes par groupe de
pathologies, établies de maniére conjointe entre
geénéticiens et cliniciens, et utilisées de maniére
consensuelle par les laboratoires diagnostiques.
Dans le cadre d’'une démarche séquentielle, I'ana-
lyse peut notamment étre réalisée dans un premier
temps sur une liste restreinte de génes, puis élargie
en cas de résultat négatif ou non concluant & une
liste plus importante, et finalement une analyse de
I'exome (voire génome). De la méme maniére, un
enjeu majeur réside en l'homogénéisation des
démarches d’interprétation du caractere pathogéne
ou non des variants identifiés.

Le NGS est maintenant implanté dans les labora-
toires diagnostiques. L’instauration récente du Réfé-
rentiel des actes Innovants Hors Nomenclature
(RIHN) déterminant la tarification des analyses de
NGS, et la réflexion actuelle sur la mise en place de
plateformes nationales de séquencage a trés haut
débit permettront de systématiser a I'avenir I'accés
a ces technologies pour la prise en charge des
patients.

Next-generation sequencing (NGS) applied to
diagnosis of heterogeneous genetic disorders:
essential concepts for dialogue between clini-
cians and geneticists
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Imagerie et spectroscopie par résonance
magnétique nucléaire du muscle strié
squelettique

Utilisation comme outil d'évaluation pour les essais
cliniques

Pierre G. Carlier, Benjamin Marty, Olivier Scheidegger, Paulo Loureiro de Sousa.
Pierre-Yves Baudin, Eduard Snezhko, Dmitry Vlodavets

Au cours des derniéres années, les traitements de nombreuses maladies
neuromusculaires, jusqu’ici incurables, ont bénéficié d’ importants progres. Ce
bouleversement contextuel a eu pour conséquence de stimuler le développement de
nouveaux outils d’évaluation atraumatiques. Ceux-ci peuvent étre classés en trois grandes
catégories : les explorations fonctionnelles musculaires, les marqueurs des fluides
biologiques et I'imagerie musculaire. Au sein de cette derniére, I'imagerie par résonance
magnétique nucléaire (IRMN) offre un trés large éventail de possibilités pour caractériser la
composition, la fonction et le métabolisme du muscle strié squelettique. Aujourd’hui, trois
indicateurs RMN sont couramment intégrés dans les protocoles de recherche clinique : 1)
le volume musculaire ou I'aire d’une section musculaire transversale ciblée, 2) le
pourcentage de graisse intramusculaire et 3) le T2 de I’eau musculaire. Ils permettent de
quantifier respectivement la trophicité du muscle, les dégénérescences graisseuses
chroniques et I'’cedéme tissulaire (ou plus généralement « I’activité de la maladie »). Un
quatrieme indicateur, le volume de tissu contractile est facilement dérivable des deux
premiers. Les cartographies de fraction graisseuse, souvent issues de séquences Dixon,
ont fait la preuve de leur utilité pour détecter de subtils changements de composition
musculaire et se sont, a plusieurs reprises, révélées plus sensibles que les évaluations
fonctionnelles standards. Cet indicateur sera probablement le premier parmi ceux
proposés a étre validé comme paramétre principal par les organismes de régulation. La
diversité des contrastes obtenus par RMN permet d’explorer de nombreuses autres pistes
de caractérisation du muscle squelettique et de nouveaux biomarqueurs RMN sont a
attendre dans un avenir plus ou moins proche. Des séquences a TE ultra-courts (UTE), le
rehaussement tardif post-injection de gadolinium et I’élastographie par RMN sont en cours
d’étude pour I’évaluation de la fibrose interstitielle du muscle squelettique. De nombreuses
options existent pour mesurer la perfusion et I’oxygénation du muscle par RMN. La RMN
de diffusion ainsi que I'utilisation d’algorithmes d’analyse de texture pourraient apporter
des informations supplémentaires sur I’organisation musculaire aux échelles
respectivement microscopiques et mésoscopiques. La spectroscopie RMN du phosphore
31p est la technique de référence pour I’évaluation atraumatique de I’énergétique
musculaire pendant et apres exercice. Le spectre 3'P du muscle dystrophique au repos est
notablement altéré, et plusieurs de ses résonances informent sur 'intégrité de la
membrane cellulaire. D’importants efforts sont consacrés a I’accélération de I’acquisition
des images au travers plusieurs approches, allant de I’extraction du contenu en graisse et
des cartographies T2 au départ d’'une unique séquence, jusqu’a I'utilisation de scénarios
d’acquisition partielle des matrices. Dans un avenir proche, une diminution spectaculaire
du temps d’acquisition est attendue. Cela renforcera I’attractivité des indicateurs RMN et
facilitera leur intégration aux essais de recherche clinique.
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Motivations a I’utilisation de la RMN
comme outil de mesure pour les maladies
neuro-musculaires

La vision du corps médical sur les maladies neuro-
musculaires s’est radicalement transformée au cours
des deux derniéres décennies. La majorité de ces
pathologies est d’origine génétique et elles étaient
jusqu’a présent peu curables. Les traitements dispo-
nibles étaient essentiellement de soutien ou pallia-
tifs. Appartenant toutes a la catégorie des maladies
rares, elles sont longtemps restées hors du champ
de la recherche menée par I'industrie pharmaceu-
tique. Aujourd’hui, les maladies rares ont été repo-
sitionnées au coeur des préoccupations, avec
d’'importants programmes de recherche initiés et
financés par des institutions publiques au niveau
transnational. Plus déterminant encore, les progrés
de la thérapie génique et de la pharmacogénétique
sont sur le point, si ce n'est déja fait, de révolu-
tionner l'impact de ces maladies sur la vie des
patients (Muntoni et Wood 2011 ; Cirak etal.
2011 ; Arechavala-Gomeza et al. 2012 ; Erriquez
etal. 2013 ; Scotter et Shaw 2013 ; Douglas et
Wood 2013 ; Mercuri et Muntoni 2013 ; Touznik
et al. 2014 ; Bushby et al. 2014 ; Voit et al. 2014 ;
Buyse et al. 2015 ; Blat et Blat 2015).

Suite a ces innovations thérapeutiques, de nou-
veaux besoins ont rapidement émergé, dont la
nécessité de contrdler 'effet des traitements sur
les muscles au cours du temps. Pour ce faire, de
nouveaux outils de mesure étaient devenus néces-
saires, et qui seraient, idéalement, atraumatiques,
peu coliteux et fournissant des résultats faciles a
interpréter. On peut en distinguer trois catégo-
ries : les outils fonctionnels, les biomarqueurs de
fluides biologiques et I'imagerie. Les études fonc-
tionnelles sont au premier plan, avec une variété
de dispositifs et de protocoles, dont beaucoup
sont optimisés pour la mesure de mouvements
speécifiques, et d’autres visant plutdt a une éva-
luation de l'activité globale du patient (Scott et al.
2012 ; Mazzone etal. 2012; Servais etal.
2013 ; McDonald etal. 2013 ; Mayhew et al.
2013 ; Pane etal. 2014 ; Mazzone et al. 2014 ;
Hogrel et al. 2014 ; Decostre et al. 2015 ; Lynn
etal. 2015; Seferian etal. 2015a; Seferian
etal. 2015b). Ces derniers outils font partie
d'une nouvelle discipline en pleine expansion,
I'actimétrie, et offrent un accés inédit a une éva-
luation du patient dans son environnement per-
sonnel sur de longues périodes de temps. Autre
innovation parmi ces outils, les marqueurs des
fluides biologiques ont commencé a faire preuve
de leur utilite, en particulier depuis la découverte
et l'exploitation des WRNA. Enfin, troisiéme

grande classe d’outils de mesure, 'imagerie est de
plus en plus utilisee, bien qu’elle requiére
d’importants investissements en équipements (les
appareils a ultra-sons les plus performants ne fai-
sant pas exception). En outre, les méthodes
tomographiques, la tomodensitométrie (CT) et la
résonance magnétique nucléaire (RMN), sont
pénalisées par leur absence de portabilite. Néan-
moins, la RMN est la seule technique qui permet
d’évaluer I'anatomie, la composition et la fonc-
tion du muscle au cours d’'un méme examen. Ces
facultés de la RMN sont aujourd’hui de mieux en
mieux comprises et appréciées, comme en témoi-
gnent les recommandations en matiére d’'imagerie
émises par les instances régulatrices, EMA et
FDA, pour 'homologation de nouveaux meédica-
ments (voir Figure 1).

Dans cette revue, les auteurs essaient de donner une
vue d’ensemble compléte des études ou le rdle
d’outil d’évaluation de la RMN est évalué dans les
faits ou discuté comme perspective d’avenir. Plutot
que de proposer un catalogue objectif mais imper-
sonnel, ils ont choisi déliberément de faire part de
leur commentaires et opinions en vue de guider le
lecteur intéressé par une mise en pratique de 'ima-
gerie quantitative. La part subjective de ce travail est
pleinement assumée.

La quantification comme prérequis
al’utilisation de la RMN

comme biomarqueur

Un indicateur de substitution (surrogate marker),
d’une maladie ou d’une condition quelle qu’elle soit
doit pouvoir, afin d’étre utilisé comme biomarqueur
(Vasan 2006 ; Strimbu et Tavel 2010) étre exprimé
comme une mesure quantifiée et faire la preuve de
sa capacité a refléter des événements pathologiques
spécifiques avec exactitude et précision. Pour y satis-
faire, I'imagerie meédicale a di suivre un long pro-
cessus d’évolution pour adjoindre une dimension
quantitative aux habituelles descriptions qualitatives
des maladies. Cela a été possible grace a un apport
constant d’innovations technologiques qui a donné
lieu a de spectaculaires améliorations des appareils
en termes de stabilité et versatilité, ainsi qu'au méti-
culeux développement de protocoles dédiés (Tofts
2003). Cette evolution a profité a tous les systémes
et les organes, y compris le muscle. Pour les patho-
logies musculaires, comme pour les autres maladies,
les bénéfices sont multiples : une meilleure estima-
tion de la sévérité de l'atteinte, la possibilité de sur-
veiller la progression des altérations au cours du
temps et, plus important encore, d’évaluer la
réponse du muscle a une intervention thérapeutique
(voir Figure 2).
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Figure 1

La découverte et I'introduction de traitements causaux pour un nombre croissant de maladies
neuro-musculaires a généré des besoins nouveaux en matiére d’outils d’évaluation pour
s’assurer tant de I’efficacité que de I'innocuité de ces nouvelles options thérapeutiques. Au
rang de ceux-ci, 'imagerie musculaire, en particulier par RMN, occupe une place de choix.
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Figure 2

Comparaison des approches qualitatives et quantitatives de I'imagerie musculaire par
résonance magnétique nucléaire.

Par un parcours fort similaire a ce qui s’est passé
pour la plupart des organes, la RMN est devenue un
acteur pivot dans I'imagerie quantitative des muscles
squelettiques (Hollingsworth et al. 2012). Les varia-
bles et indices quantitatifs obtenus par imagerie et
spectroscopie RMN sont les meilleurs candidats de
I'imagerie médicale en vue d’une utilisation comme
bio-marqueur ou outils d’évaluation dans les essais
cliniques dédiés aux pathologies musculaires.
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Les outils de mesure par RMN actuellement
disponibles

L’imagerie et la spectroscopie par RMN peuvent
générer quantité d'informations pertinentes sur I'ana-
tomie du muscle, sa structure ou sa composition, sa
physiologie et sa biochimie. Bien qu'un nombre
important de variables RMN soient en cours de test et
que leur place comme biomarqueur soit a I'étude,
seules trois d’entre elles sont communément accep-
tées, sinon totalement validées, pour le suivi longitu-
dinal du muscle squelettique. Elles sont quasi-systéma-
tiquement intégrées a la préparation des nouveaux
essais thérapeutiques. Elles visent a évaluer :

- la trophicité du muscle, via des mesures de surface
et de volume,

- le degré de dégénérescence musculaire via la frac-
tion de graisse du signal RMN dans le muscle,

- l'activité de la maladie dans les pathologies évolu-
tives, via le temps de relaxation T2 de I’eau muscu-
laire (voir Figure 2).

La trophicité du muscle squelettique

Combinant une haute résolution spatiale, une dyna-
mique de signal élevée, la possibilite d’acquérir en
3D, et des algorithmes efficaces de correction de
distorsions (surtout dues a une non-linéarité des gra-
dients), I'imagerie par RMN est de facto devenue la
méthode anatomique de référence pour mesurer
volumes et dimensions d’organes (Hunter et al.
2011 ; Jovicich etal. 2013 ; Mills et Tamnes
2014 ; Xi et al. 2014). Ce constat vaut au moins
autant pour les muscles striés squelettiques que pour
les autres organes. Méme si |'exactitude des mesures
est rarement évaluée, car nécessitant des autopsies,
d’excellents résultats furent rapportés dans les cas
ou elle put étre déterminée (Mitsiopoulos et al.
1998). En outre, il a été systématiquement montré
que la reproductivité et le pouvoir discriminant de
I'imagerie par RMN sont tres éleves (Wagner et al.
2008 ; Fischmann etal. 2013 ; Barnouin et al.
2014 ; Thomas etal. 2014), au moins autant
qu’avec les ultrasons (Lima et al. 2012) ou la tomo-
densitomeétrie aux rayons X (Strandberg et al.
2010), et avec 'avantage d’une caractérisation tis-
sulaire (voir paragraphe ci-dessous) trés supérieure.
Les exemples suivants illustrent la capacité de la
RMN a identifier de subtils changements de trophi-
cité du muscle. Suite a une injection de toxine botu-
lique dans le gastrocnémien d’enfants infirmes
moteurs cérébraux, une diminution de la masse de
ce muscle de 4 % fut mesurée, compensée par une
augmentation de 4 % de la masse du soléaire (Wil-
liams et al. 2013). Le coefficient de variation de
I'estimation du volume des muscles des avant-bras
oscille entre 0,8 et 5,7%, suivant le muscle
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considéré (Smeulders et al. 2010). Les effets d’'un
«désentrainement » faisant suite a des semaines de
protocoles d’exercices concentriques et excentri-
ques combinés a des restrictions de perfusion ont
étée évalués et ont montré une dépendance de la
perte de trophicité au protocole d’entrainement
(Yasuda et al. 2015).

Dans la plupart des cas, la variable retenue est la
trophicité du muscle plutot que son volume. Une fois
mesuré, le volume d’un muscle est normalisé par sa
longueur, ou plus souvent par la longueur de I'os
adjacent, afin d’obtenir un indice de trophicité.
Pour un muscle pathologique, il est préférable de
baser I'indice de trophicité sur la masse vraie de tissu
contractile plutét que sur le volume global du muscle.
L’indice de masse contractile est calculé avec la for-
mule suivante : volume du muscle (ou aire de la sec-
tion transversale) x (1 - fraction graisseuse), cette
derniére provenant de I'analyse de I'imagerie eau-
graisse (voir paragraphe suivant) (Wokke et al.
2014b).

Chez les garcons atteints de la maladie de
Duchenne, le volume contractile des différents mus-
cles mesurés séparément, a montré une relation
complexe avec la diminution de la force du muscle
correspondant. Cette derniére était proportionnelle
a la perte musculaire au niveau du quadriceps, mais
beaucoup plus importante qu’attendu par la seule

Figure 3
Exemple de segmentation manuelle du quadriceps et des ischio-jambiers, réalisée sur des
images en opposition de phase d’une acquisition de type Dixon.
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perte de tissu contractile dans les ischio-jambiers et
le tibial antérieur (Wokke et al. 2014b).

Dans le muscle normal, ou quand la pathologie
affecte le muscle de facon homogéne, les aires de
sections transversales mesurées a des hauteurs bien
deéfinies, par ex. a la moitié de la cuisse, fourniront
des indices de trophicité pertinents (Morse et al.
2007 ; Tanaka et Kanehisa 2014 ; Hogrel et al.
2015) tout en réduisant considérablement les durées
d’acquisition et surtout de post-traitement.
Toutefois, cette approche implique un positionne-
ment rigoureux fondé sur des repéres anatomiques.
Ces repéres peuvent étre identifiés extérieurement,
tels I'épine iliaque antéro-supérieure ou le bord
supérieur de la rotule, ou partant d’images de repé-
rage acquises au préalable (Fischmann et al. 2014).
Les repéres externes ont en général la préférence,
pour pallier I'éventuelle difficulté a connaitre la posi-
tion de la table de la machine lorsque 'on passe
d'une configuration d’antennes a une autre.
Quoiqu'il en soit, il est bien plus aisé de compenser
les variations longitudinales de positionnement entre
examens successifs lorsque les structures osseuses
sont entiérement présentes dans l'image. Il a été
montré que la reproductibilité inter-examen de la
mesure de l'aire de la section transverse est meil-
leure si I'on utilise des images de repérage plutot
que des repéres anatomiques externes (Fischmann
et al. 2014). Lorsque le processus de dégénéres-
cence musculaire dii a la pathologie est particulier,
par ex. progressant de distal en proximal, ou lorsque
quil est inconnu, il est hautement préférable
d’acquérir des volumes, ou d’assez grandes séries de
coupes, couvrant la majeure partie du muscle.

Des problémes supplémentaires surviennent avec la
population pédiatrique, liés au processus de crois-
sance. Lorsque l'intervalle de temps entre les exa-
mens est suffisant pour que la croissance montre ses
effets, la mise en relation des coupes d’imagerie d’'un
examen a l'autre n’est pas simple a décider. Faute
d'une meilleure solution, I'espacement entre les
coupes est ajusté proportionnellement a I'allonge-
ment osseux. Avec des acquisitions 3D, cet ajuste-
ment peut étre réalisé en post-traitement. S’il s’agit
de séries de coupes 2D, l'écartement entre les
coupes doit étre augmenté en proportion de la crois-
sance mesurée ; une action rarement entreprise
étant donné qu'elle requiert une intervention au
moment de I'acquisition elle-méme.

En pratique, excepté pour certaines études spécifi-
ques, une évaluation approfondie de la trophicité
musculaire n’a, a ce jour, été que trés rarement
entreprise. Cela exige la patience de délimiter
chaque muscle individuellement sur l'image, ce
qui aujourd’hui doit étre effectué a la main (voir
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Figure 3). C’est une tache longue, fastidieuse et peu
gratifiante, ce qui explique pourquoi I'étude de la
trophicité musculaire est le plus souvent laissée de
cotée. Trés peu d’études longitudinales de la trophi-
cite du muscle ont été réalisées sur des patients
atteints de maladies neuro-musculaires. Un effet
positif de I'enzymothérapie de substitution sur le
volume musculaire des membres inférieurs a été
observé chez des patients Pompe aprés seulement
6 mois de traitement (Ravaglia et al. 2010). Suite a
une période d’observation de 6 mois, I'aire de la sec-
tion transversale du mollet de patients atteints de
myosite a inclusions a perdu 6,5 %, alors qu’aucun
changement n’a été observé chez des patients
Charcot-Marie-Tooth 1A (Morrow et al. 2015). Sur
une cohorte réduite, et avec une méthodologie dis-
cutable, aucun changement de trophicité musculaire
n'a été détecté dans les membres inférieurs de
patients atteints d’'une amyotrophie spinale (Sproule
etal. 2011).

Des essais de développement d’outils de segmen-
tation automatique ont été entrepris, mais trés peu
d’entre eux sont parvenus a générer des résultats
fiables, et aucun n’a encore permis d’analyser des
images de muscles pathologiques présentant des
infiltrations graisseuses. Trés récemment, il a été
rapporté qu'un logiciel de segmentation automa-
tique s’appuyant sur un modéle générait des résul-
tats trés proches d'une segmentation manuelle
(Karlsson et al. 2015). Une approche naive a éga-
lement été proposée, ol une estimation de la masse
musculaire globale est calculée a partir de I'histo-
gramme d’intensité de segments entiers de mem-
bres (Mattei et al. 2006). Cela n’offrirait que peu
d’avantages par comparaison a de simples mesures

Figure 4

Accélération considérable de la segmentation musculaire par I'utilisation d’un logiciel
interactif qui détecte les contours des muscles, assisté par quelques repeéres tracés par
I'utilisateur. Les quelques traits tracés par ' utilisateur apparaissent en surbrillance sur les
images. Le temps nécessaire pour la segmentation des muscles de la cuisse passe de plusieurs
dizaines de minutes a quelques minutes.
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externes, et ignorerait le fait que les muscles ne
sont habituellement pas atteints de facon homo-
géne par la maladie. Dans la cuisse de chien
GRMD, suivant le muscle considéré, il a é&té montré
que la trophicité déduite du volume de muscle rap-
porté a la masse totale pouvait augmenter, rester
stable ou diminuer avec l'age (Kornegay et al.
2012). Si I'on se concentre sur les muscles modé-
rément ou sévérement atteints mais non entiére-
ment deétruits, la capacité a détecter une inflexion
dans la progression de maladie s’en trouvera ren-
forcée ; a I'inverse, par un effet de dilution avec les
muscles peu atteints, une mesure globale voit sa
sensibilitt aux changements décroitre. Une
approche plus réaliste consisterait a se tourner vers
des logiciels de segmentation interactive. Ici, I'impli-
cation d'un opérateur reste obligatoire mais, en
pratique, c’est également le cas avec une méthode
tout automatique, ou il est nécessaire de parcourir
le volume segmenté pour repérer les erreurs. Au
moins un logiciel fonctionnant selon ce principe est
en cours de développement, s’appuyant sur I'algo-
rithme dit des marches aléatoires (Carlier et al.
2014). Ici, il suffit a I'utilisateur de marquer gros-
siérement chaque muscle, toute les cing ou dix
coupes. Si les contours sont incorrectement
détectés par l'algorithme, lutilisateur n’a qu’a
ajouter un coup de pinceau supplémentaire dans la
région mal eétiquetée. Des tests effectués sur les
muscles de la cuisse ont montré que cette approche
est comparable a une segmentation manuelle, que
ce soit en termes de volume musculaire ou de varia-
bilité inter-opérateur, tout en réduisant d’au moins
un facteur dix le temps de travail (voir Figure 4).
Une plus grande efficacité pourrait encore étre
atteinte en améliorant la réactivité du logiciel aux
interactions, voire en introduisant une connais-
sance a priori de la forme des muscle ou de leur
position relative.

La source de la difficulté & segmenter des images de
muscles, ainsi que la principale cause de I’échec des
méthodes automatiques, est I'absence frequente de
contours visibles séparant les muscles. Ceci est par-
ticuliérement vrai avec des images pondérées T1
standards ou pondérées T2 en écho de spin. Effec-
tuer la segmentation sur des images possédant un
bon contraste entre le tissu musculaire et les fascias
est une maniére d’améliorer la situation ; c’est par
exemple le cas avec des images en écho de gradient
acquises a certains temps d’écho spécifiques de telle
sorte que les signaux de l'eau et de la graisse se
retrouvent en opposition de phase (voir ci-dessous).
Dans notre laboratoire, les mesures de trophicité
sont systématiquement réalisées sur ce type
d’images (voir Figure 3). Les tentatives d’utilisation
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de séquences d’imagerie de susceptibilité dédiées
pour renforcer davantage le contraste entre les fas-
cias et les aponévroses ont pour le moment échoué.
L’absence fréquente de lésions dégénératives dans
la population pédiatrique aux premiers temps de la
maladie constitue une motivation supplémentaire
pour disposer de mesures fines de la trophicité mus-
culaire. Des neuro-pédiatres ont émis '’hypothése
que des altérations relativement légeres de la trophi-
citét pourraient étre un indicateur précoce de
|'atteinte musculaire (Robert Carlier et Susana Qui-
jano-Roy, communication personnelle). La preuve
doit en étre apportée et 'accés a des méthodes de
segmentation rapides et simples permettra d’en véri-
fier le bien-fondé.

Les altérations dégénératives chroniques
Les dommages chroniques aux myocytes mais aussi
les anomalies structurelles des fibres ont pour
résultat a long terme le remplacement du tissu
contractile par de la graisse et/ou du tissu conjonctif.
L’imagerie de la fibrose reste une question épineuse,
qui sera traitée dans un autre paragraphe. A
I'opposé, les changements dégénératifs graisseux
sont facilement détectés et quantifiés, en tirant parti
des différences entre les fréquences de résonance
(déplacement chimique) ou encore entre les taux de
relaxation T2, voire méme T1 des noyaux d’hydro-
géne de l'eau et des lipides. Pour une revue tech-
nique exhaustive, voir Bley et al. ou Hu et Kan (Bley
etal. 2010 ; Hu et Kan 2013).

Une classification visuelle de I'infiltration graisseuse
sur des images pondérées en T1, par exemple a
'aide de I'échelle de Lamminen-Mercuri (Lamminen
1990), est suffisante a des fins diagnostiques mais
est totalement inappropriée pour monitorer la pro-
gression des lésions dégénératives, qui est considé-
rablement plus subtile & apprécier. A supposer que
I’ceil humain puisse classer les lésions dégénératives
graisseuses entre 1 et 4 sans jamais se tromper, ce
qui n’est certainement pas le cas, un changement
de grade surviendrait en moyenne pour une aug-
mentation de 17.6 % de la fraction graisseuse.
Méme les formes les plus sévéres de dystrophie ne
s’acompagnent pas d’un tel taux annuel de destruc-
tion musculaire. L’étude récemment reéalisée par
Willis et al. (Willis et al. 2013) a démontré sans
ambiguité I'impossibilité d’évaluer au moyen de la
classification de Lamminen-Mercuri la progression
de la dystrophie musculaire des ceintures chez des
patients adultes atteints de la forme I. Il est parfois
proposé comme solution d’afficher sur le méme
écran des images Tlw acquises a différents
moments durant le suivi du patient et de les
confronter une a une, muscle par muscle. Procéder

de la sorte permet probablement de détecter des
changements mais demeure hautement dépendant
de I'observateur, avec un seuil de sensibilité inconnu
et sans quantification, indispensable pour pouvoir
comparer ou patients ou interventions. Des tenta-
tives ont été faites il y a un certain temps (Leroy-
Willig et al. 1997) mais aussi plus récemment
(Pichiecchio et al. 2002 ; Mattei et al. 2006) pour
séparer |'eau et la graisse par un seuillage appliqué
a des images de routine pondérées en T1, en
essayant de tirer avantage de 'apparente simplicité
de cette approche. Certains travaux ont tenté de
prendre en compte la possible co-existence de
graisse et d’eau dans le méme voxel et ont calculé
la fraction graisseuse en utilisant une combinaison
linéaire de signaux de graisse pure et de muscle pur
(Leroy-Willig et al. 1997). Les études plus récentes
ont juste opéré un classement binaire des voxels de
la graisse et du muscle, ce qui est totalement ina-
dapté a I'évaluation de l'infiltration graisseuse dans
un contexte de maladie musculaire chronique
(Pichiecchio etal. 2002 ; Mattei etal. 2006).
Toutes ces approches basées sur Iutilisation
d’images standards T1lw supposent un émetteur
radio-fréquence ainsi qu’'une réception parfaitement
ou quasi-parfaitement homogénes, ce qui n’est
jamais le cas. C’était un postulat a peu prés accep-
table par le passé lorsqu’il était habituel de travailler
sur des imageurs a faible & champ magnétique faible,
0.5T. Ce n’est plus le cas, pour les imageurs a haut
champ, 3T ou plus, ou quand la réception du signal
s’effectue via plusieurs rangées de bobines de sur-
faces. 1l faut espérer qu'un jour des solutions tech-
niques seront mises en ceuvre et garantiront une tres
grande homogénéite d’émission et de réception
et/ou des corrections parfaites de leurs imperfec-
tions en post-traitement, En attendant, nous décon-
seillons fortement le recours & une technique de
séparation de la graisse et de I'eau musculaire basée
sur des profils d’intensité de I'image. Cette approche
est particuliérement trompeuse pour les non-experts
qui pourraient étre abusés par 'apparente simplicité
de la méthode.

Pour le suivi des changements dégénératifs chroni-
ques musculaires, on préfére aujourd’hui les
séquences d’imagerie eau-graisse, le plus souvent
appelées séquences Dixon (Ma 2008) (voir
Figure 5). Elles mettent a profit le glissement de
phase qui se développe progressivement entre le
signal de l'eau et celui de la graisse au cours du
temps d’évolution d’une séquence en écho de gra-
dient. Le principal avantage de cette approche est
que la séparation de I'eau et des graisses est, au
premier ordre, indépendante de I'homogénéité du
champ magnétique. Une conséquence importante
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Figure 5

o OB graisse

Exemple d’imagerie eau-graisse musculaire. Sur le panneau supérieur, les 3 images acquises
par la séquence Dixon standard, avec I’eau et la graisse successivement enphase, en
opposition de phase et a nouveau en phase. Sur le panneau inférieur, les 3 images calculées a
partir des images natives, I'image de I’eau, celle de la graisse, et a droite, celle du
pourcentage de graisse apparent.
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est, qu’avec cette technique, il est possible d’explorer
sans difficulté de grands champs de vue qui couvrent
de grands volumes.

Dans la version standard du Dixon, seulement la
résonance des méthylénes des lipides est prise en
compte. Deux, ou mieux, trois images avec la graisse
et 'eau successivement en phase et en opposition
sont acquises et permettent I’extraction des compo-
santes aqueuses et lipidiques. L’imagerie Dixon a
deux points (éventuellement « élargie ») géneére des
résultats satisfaisants au niveau du foie. Cependant,
pour des applications musculaires, des attributions
erronées du signal de I'eau et la graisse peuvent se
produire entre membres ou a I'intérieur de segments
de membres, cette derniére étant particuliérement
problématique (Hollingsworth et al. 2012). L'utilisa-
tion de séquences d’imagerie Dixon dite a trois
points met presque toujours a I'abri de cet écueil.

Ignorer les autres résonances lipidiques génére un
certain degré d’imprécision (Wokke et al. 2013).
Celle-ci peut étre réduite par une modélisation plus
compléte du spectre des lipides, habituellement avec
3 ou 4 résonances principales, ce qui nécessite la
collecte de 6 échos et des calculs relativement lourds
(Hu etal. 2012). Cette approche dénommée
«décomposition itérative de l'eau et des graisses
avec un écho asymeétrique et une estimation par la
méthode des moindres carrées» (IDEAL) et
T2*IDEAL, constitue la méthode la plus avancée
actuellement disponible pour réaliser une imagerie
eau-graisse. L’acquisition d’échos multiples implique
un allongement des temps de répétition, ainsi que
I'application de corrections pour les effets liés au
T2*. La méthode IDEAL avec des échos multiples
est celle qui mesure le plus précisément le pool
d’hydrogéne de la fraction graisseuse. Elle posséde
la capacité d’identifier d’éventuelles modifications
du spectre lipidique, que celles-ci soient induites par
I'alimentation ou par une pathologie. Il y a peu
d’indications que ce soit le cas au niveau du muscle
strié squelettique, ou si ces différences existent, elles
sont de faible amplitude et difficilement détectables
dans les conditions habituelles.

Si les intensités relatives du spectre lipidique dans
les muscles infiltrées peuvent étre considérées
comme étant indépendantes de I'état du patient, ce
qui semble une hypothése raisonnable, il n’est pas
nécessaire de passer par une acquisition avec
6 échos. Un facteur de correction linéaire peut étre
appliqué au signal de la graisse et la fraction de
graisse exacte sera obtenue a partir d’'une mesure
standard a 3 points. Le facteur de correction calculé
pour les conditions de notre laboratoire est de 1.82
(Azzabou et al. 2015¢).

La facon d’exprimer la teneur en graisse musculaire
peut également varier. On peut simplement
regarder le pourcentage du signal RMN attribuable
a la graisse dans le voxel ou dans le muscle. En fonc-
tion du temps de répétition des images et du temps
d’écho choisis, des corrections pour les effets des
pondérations T1 et T2 peuvent étre appliquées. On
peut aller plus loin et tenter d’exprimer le contenu
graisseux en grammes de lipides par unité de masse
ou de volume musculaire. Ces procédures ont été
développées pour le foie et nécessitent des hypo-
théses supplémentaires ou des mesures de la
composition en lipides du tissu (Longo et al. 1995).
Comme déja souligné, étre et rester cohérent au plan
méthodologique est la clé du succés dans les essais
cliniques. La simplicite est un facteur vital pour
assurer cette cohérence. Gardant cela a l'esprit, au
moment d’écrire ces lignes, nous recommandons
toujours pour l'imagerie eau-graisse du muscle

Les cahiers de myologie



malade la méthode Dixon a 3 points, en 3D quand
cela est possible, avec une forte pondération en den-
sité de protons (par exemple, TR de 10 ms et un
angle de bascule de 3°) (Hollingsworth et al. 2012).
Le facteur de correction pour prendre en compte le
spectre des lipides peut ou ne pas étre appliqué et,
en premiére intention, des cartes paramétriques du
seul pourcentage de graisses sont générées. En pro-
cédant de la sorte, I'exactitude de la mesure peut étre
léegérement altérée mais pas la précision ou le pou-
voir discriminant, qui sont les plus importants dans le
cadre d’une étude longitudinale, qu’elle comporte ou
non une intervention thérapeutique.

Lorsque la teneur en graisse intramusculaire est
faible, il n’est pas nécessaire de déployer des pro-
cessus hasardeux et compliqués (Kim et al. 2014 ;
Azzabou et Carlier 2014). La détection des lipides
peut facilement étre sensibilisée en diminuant le
TR dans le Dixon en 2D ou en augmentant I'angle
de bascule en Dixon 3D tandis que I'exactitude de
la fraction relative sera préservée par I'utilisation
de facteurs de correction pour la saturation de
'eau.

Bien que la séparation eau-graisse basée sur la dif-
férence des déplacements chimiques soit la méthode
acceptée suivant les régles de I'état de l'art, pour
évaluer linfiltration graisseuse tissulaire, de nom-
breux groupes cliniques continuent a utiliser la
décroissance mono-exponentielle du T2 musculaire
(Garrood et al. 2009 ; Kim etal. 2010 ; Forbes
etal. 2014 ; Willcocks etal. 2014 ; Kim etal.
2015). En l'absence de lipides mobiles dans les

Figure 6
Le T2 global d’un muscle peut étre augmenté aussi bien par la présence de lésions
inflammatoires (en rouge a gauche) que d’'un remplacement graisseux lors de processus
dégénératifs chroniques (en jaune a droite). La simple mesure d’'un T2 musculaire global par
I’ajustement d’une exponentielle sur la décroissance T2 du signal ne permet pas de distinguer
les deux processus.
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tissus, un T2 élevé pointe vers une inflammation ou
un cedéme tissulaire. .’augmentation du T2 due a
I'inflammation ou aux cedémes dépasse rarement 5
a 10 ms. Mais lorsque des changements dégénéra-
tifs graisseux sont présents, le T2 des lipides étant
trés sensiblement plus long que celui de I'eau mus-
culaire, l'ajustement mono-exponentiel de la
décroissance du T2 musculaire est largement déter-
miné par le degré d’infiltration graisseuse et le T2
global du muscle devient essentiellement une mesure
du contenu en lipides du muscle (Carlier 2014) (voir
Figure 6). On démontre ' étroite corrélation entre le
T2 global et la fraction de graisse calculée a partir
des images Dixon (Azzabou et al. 2015c¢) ou la frac-
tion lipidique mesurée par une spectroscopie 1H
localisée (Kim et al. 2015).

Qu’elle soit basée sur une véritable séparation eau-
graisse ou qu’elle soit estimée a partir de change-
ment global du T2, 'évaluation de I'étendue des
changements dégénératifs chroniques musculaires
peut étre précisément réalisée, de méme que I'évo-
lution de la maladie et les réponses aux traitements
peuvent étre finement monitorées. Cela a été
démontré dans un grand nombre de maladies neuro-
musculaires.

Au niveau de la cuisse des patients atteints de la
maladie de Duchenne, le taux moyen de progres-
sion des dégénérescences graisseuses a été mesuré
a 5% par an. Lorsque le pourcentage de graisse
atteint 50 %, ce signe a une valeur prédictive élevée
de la perte de la marche dans I'année (Fischmann
et al. 2013). Sur une petite cohorte de 3 adultes
atteints de la maladie de Becker, le taux annuel
d’infiltration graisseuse a été évalué a 3.7 % dans la
cuisse (Bonati et al. 2015b). En combinant les pour-
centages de graisse avec une segmentation manuelle
des muscles, on a pu déterminer des indices de
masse contractile chez les patients atteints de la
maladie de Duchenne (Wokke et al. 2014b). La
confrontation des cartographies de pourcentages de
graisses au classement de Lamminen a montré une
surestimation systématique des changements dégé-
nératifs avec les méthodes qualitatives (Wokke et al.
2013).

Toujours dans la maladie de Duchenne, I'explora-
tion des avant-bras en imagerie a montré une impli-
cation plus importante des muscles flechisseurs que
des extenseurs, et une progression plus rapide des
lesions dégénératives graisseuses chez les patients
ayant perdu l'ambulation que chez les patients
ambulants (Wary et al. 2015b ; Hogrel et al. 2016).
L’administration de corticostéroides pendant une
année a de jeunes garcons qui sont atteints de la
maladie de Duchenne a arrété le processus d’infil-
tration de la graisse dans la cuisse et la jambe tandis
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que le taux d’infiltration graisseuse était respective-
ment de 7% et 3% chez les enfants non-traités
(Arpan et al. 2014). La gravité de la maladie a faci-
lité la détection d’une progression des lésions dégé-
nératives au bout de 18 mois, cette fois basée uni-
quement sur des mesures d’intensité d’'une imagerie
pondérée en T1, avec également la déemonstration
d’'une grande variabilité inter-individuelle et inter-
musculaire (Hollingsworth et al. 2013a). Une telle
approche est néanmoins obsoléte au regard des
capacités de I'imagerie quantitative et ne peut pas
étre recommandée pour de futurs protocoles. La
méme méthodologie avait été utilisee précédem-
ment, en combinaison avec des mesures globales du
T2 pour décrire les implications variables de diffé-
rents territoires musculaires chez 5 patients atteints
de la maladie de Duchenne (Garrood et al. 2009).
Une étude multi-centrique qui a porté pendant un
an sur des patients atteints de LGMDI a établi sans
ambiguité la supériorité de l'imagerie quantitative
eau-graisse. Celle-ci a détecté des variations statisti-
quement significatives du contenu graisseux de
I'ordre de 1 a 4%, alors que la gradation par
I'échelle de Lamminen-Mercuri n’a mis en évidence
aucun changement et I'évaluation fonctionnelle
standard n’a montré qu’'une tendance a la dégrada-
tion, sans atteindre le seuil de signification statis-
tique, a l'exception des tests respiratoires (Willis
etal. 2013).

Evaluation qualitative versus quantification de la teneur en graisse musculaire. La similitude
est trés grande entre une imagerie pondérée en T1 (T1W) et I'image paramétrique du degré
d’involution graisseuse calculée a partir d’acquisitions Dixon. Rien ne permet de les
distinguer visuellement, tout comme la simple inspection d’images acquises un an plus tard
chez le méme patient (montrées en dessous de la premiére série) ne révéle aucun
changement. Dans I'image paramétrique, I'intensité du signal est une mesure du pourcentage
de graisse. Et celui-ci augmente dans tous les muscles de la cuisse de ce patient atteint de
maladie de Pompe, en moyenne de 2.9 %. Cet exemple illustre I’absolue nécessité de recourir
a une imagerie quantitative pour suivre la progression de maladies.
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Chez les patients atteints de dystrophie fascio-sca-
pulo-humérale, I'imagerie quantitative eau-graisse a
révélé une distribution bimodale particuliere des
lesions dégénératives au sein de leurs muscles, ainsi
qu’une progression allant de distal en proximal pour
les muscles affectés (Janssen et al. 2014).

Il a été montré chez les malades atteints de dystro-
phie musculaire oculo-pharyngée que le contenu en
graisse des membres inférieurs pouvait augmenter
jusqu’a 15 % en 13 mois, alors qu'il restait inchangé
chez les sujets controles d’age équivalent (Fisch-
mann etal. 2012). Ni I'évaluation fonctionnelle
standard exhaustive (MFM), ni le score visuel des
images ne détectait le moindre changement durant
la méme période d’observation.

Le pouvoir discriminant extrémement élevé des
méthodes Dixon a été confirmé chez des patients
adultes atteints de la maladie de Pompe. Chez la
plupart d’entre eux, les lésions dégénératives mus-
culaires progressent lentement, a un rythme consi-
dérablement ralenti par rapport a celui observé dans
les dystrophinopathies. Au niveau des membres
inférieurs de ces patients, le taux annuel moyen
d’infiltration graisseuse s’est réveélé étre inférieur a
1 % mais a été détecté avec un haut degré de signi-
fication statistique (Carlier etal. 2015) (voir
Figure 7).

Le suivi a un an de patients atteints de la maladie
de Charcot-Marie-Tooth 1A a montré un accroisse-
ment significatif de la fraction graisseuse au niveau
du mollet (1.2 %) mais pas au niveau de la cuisse
(0.2 %) alors que chez les patients souffrant de myo-
site & inclusions la progression était de 2.6 % au
niveau des mollets et de 3.3 % au niveau des cuisses
(Morrow et al. 2015).

Chez les patients qui présentent des lésions de la
coiffe des rotateurs, I'évaluation quantitative des
changements dégénératifs graisseux a montre,
plus que l'atrophie musculaire des muscles impli-
qués, une forte relation avec I'étendue des déchi-
rures musculaires (Nardo etal. 2014 ; Nozaki
etal. 2015).

Semblables observations ont également été faites
dans des pathologies qui affectent secondairement
le muscle strié squelettique.

Chez les patients atteints de sclérose latérale amyo-
trophique, une augmentation significative du T2
global des muscles des jambes a été notée au terme
d’une période d’observation de 4 mois, signant la
progression des dégénérescences graisseuses. Le
déclin de la contraction isométrique volontaire maxi-
male lors d'une dorsiflexion du pied était corréléee a
celle-ci (Bryan et al. 1998).

Alors que le contenu total en graisse des muscles de
la jambe n’était pas affecté, les diabétiques de type 2
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présentaient une distribution préférentielle des
lipides en intramusculaire (Karampinos et al. 2012).
L’imagerie Dixon corps entier a identifié un contenu
musculaire en graisse accru en cas de paralysie
périodique hyperkaliémique (Lee et al. 2015).

Des changements dans la composition des muscles
striés squelettiques ont été systématiquement et
réguliérement constatés chez les sujets agés, méme
s’ils restent d’'une amplitude limitée jusqu’a un age
trés avancé. Le pourcentage du signal lipidique intra-
musculaire double généralement, de 2 a 4 %, entre
la deuxiéme et la septiéme décennie (Schwenzer
etal. 2009a; Alizai etal. 2012 ; Csapo etal.
2014 ; Morrow etal. 2014 ; Azzabou etal.
2015a). Pour I'essentiel, cette augmentation repré-
sente un véritable accroissement de la teneur lipi-
dique du muscle et elle ne refléte qu’accessoirement
la perte de tissu contractile avec I'age (Csapo et al.
2014).

Le taux de graisse dans un muscle malade peut étre
considéré comme le reflet des dommages subis par
le tissu tout au long de la vie du patient, ce qui en
fait un biomarqueur fiable de la sévérité de la patho-
logie. Il parait dés lors légitime d’utiliser I'augmen-
tation ou la stabilisation des infiltrations graisseuses
musculaires sur une période définie comme un
indice quantitatif de la progression de la maladie ou
de la réponse au traitement. Dans la dystrophie mus-
culaire, et plus particulierement chez les garcons
atteints de la maladie de Duchenne, la sévérité de la
maladie peut étre extrémement variable d'un patient
a l'autre, ce qui se traduit par des taux annuels de
transformation de graisse variant de 3 a 15 % (Fisch-
mann etal. 2013 ; Wary etal. 2015b; Bonati
etal. 2015a). Ceci complique considérablement
l'interprétation des résultats d'une intervention thé-
rapeutique. Si une augmentation de 5% de la
graisse est mesurée sur une année de traitement,
cela doit-il étre interprété comme une réponse posi-
tive chez un patient sévérement atteint ou comme
une réponse négative chez un patient moyennement
affectée ? A 'échelle d’un groupe de patients, on peut
y répondre en organisant un essai contre placebo.
Cette approche classique ne résout pas la question
de l'efficacité du traitement a I'échelon de I'individu
et pose le probléeme éthique de retarder un traite-
ment potentiellement efficace chez des patients
souffrant d’'une maladie mortelle. On pourrait éga-
lement proposer d’utiliser chaque patient comme
son propre contrdle et, aprés une période d’obser-
vation, déterminer si la pente de la progression du
remplacement graisseux diminue aprés l'initiation
du traitement. Cela permettrait d’apprécier la
réponse au traitement pour chaque patient mais
posera le méme probléeme éthique. Parce que la

teneur en graisse intramusculaire est un intégrateur
naturel de tous les dommages subis par le muscle
durant la vie du patient, il constitue par lui-méme un
puissant indicateur de la sévérité de la maladie a la
condition de prendre en compte I'age des sujets. A
un age donné, plus élevé est le contenu musculaire
en graisse, plus important sera le taux de transfor-
mation graisseuse attendu au cours des mois a venir.
Bien qu’elles soient en nombre limité, les données
récoltées sur I'avant-bras au cours de I'étude de 'his-
toire naturelle Duchenne sponsorisée par le Géné-
thon supportent cette assertion (Wary et al. 2015a).
Des tables de référence pourraient étre constituées
en colligeant les données générées dans les diffé-
rentes études en cours.

Dans le méme ordre d’idée, une forte corrélation a
été observée entre la teneur en graisse des différents
muscles de la cuisse et de la jambe et le taux annuel
de transformation graisseuse au sein de ces mémes
muscles dans un échantillon de patients adultes
atteints de la maladie de Pompe. En effet, chez
ceux-ci, la progression des dégats musculaires est
lente et relativement homogéne entre individus,
mais avec une grande variabilité de muscle a muscle
(Carlier et al. 2015).

La relation entre la fraction de la graisse et sa pro-
gression tendra inévitablement vers un plateau aux
valeurs élevées de contenu en graisse. On ne peut
pas attendre que la fraction de graisse augmente de
15% quand le remplacement du muscle par la
graisse a atteint 80 %, méme si cela avait été le cas
quand il n’était seulement que de 40 %. Une solu-
tion simple pour contourner la relation sigmoidale
entre la fraction de graisse et sa progression, serait
de rapporter la progression du remplacement par la
graisse a la fraction de tissu contractile résiduel,
c’est-a-dire le véritable taux de transformation du
muscle en graisse. En prenant I'exemple ci-dessus,
les 15 % d’augmentation de la graisse quand la
masse de tissu contractile était encore de 60 %, équi-
vaudrait, si la sévérité de la maladie reste constante,
a une augmentation de 5 % de la teneur en graisse
si la fraction de tissu contractile est tombée a 20 %.

« L’activité » de la maladie

Des études sur des modeles murins de dystrophie
musculaire ont montré il y a déja plus de vingt ans
que les tissus musculaires pathologiques présen-
taient des T2 élevés (Mclntosh etal. 1998 ;
Tardif-de Gery et al. 2000). La méme observation
a été réalisée chez le GRMD, un modéle canin de la
myopathie de Duchenne, plus proche du phénotype
humain (Thibaud et al. 2007 ; Thibaud et al. 2012 ;
Wang et al. 2013) (voir Figure 8). De facon trés
intéressante, le T2 musculaire a tendance a se
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muscles normaux

Figure 8
Imagerie pondérée en T2 montrant I’aspect caractéristique d’un muscle dystrophique, en
I’absence d’infiltration graisseuse comme c’est le cas chez le chien GRMD. L’augmentation
du T2 de I’eau musculaire est globale, mais avec des variations de muscle a muscle et avec
également un aspect inhomogene des muscles les plus atteints.
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muscles dystrophiques

normaliser lorsqu’une thérapie génique restaure effi-
cacement la protéine défective (Walter et al. 2005 ;
Pacak et al. 2007 ; Yokota et al. 2009).

Plus récemment, plusieurs travaux ont confirmé ces
observations, et amélioré notre compréhension des
processus d’altération du T2 sur ces modéles ani-
maux de dystrophie musculaire. L’évolution tempo-
relle du T2 musculaire a été précisément décrite
chez la souris mdx. Un pic d’élévation du T2 est
systématiquement observé entre 4 et 8 mois, suivi
d’une baisse progressive (Pratt et al. 2013 ; Heier
etal. 2014 ; Vohra et al. 2015c). Des anomalies
du T2 ont également été décrites dans d’autres
modeles de dystrophie (Vohra et al. 2015a ; Mar-
tins-Bach et al. 2015), avec des différences notables
dans leur distribution a I'intérieur des muscles impli-
qués, notamment entre les souris Large et les souris
mdx. Les muscles dystrophiques sont aussi caracté-
risés par une sensibilité plus importante a I'exercice
excentrique. Cela a été illustré par une élévation
anormalement importante du T2 de la souris mdx
soumise a un exercice de course en descente
(Mathur et al. 2011).

Des mesures quantitatives du T2 ont également été
réalisées au cours de différents essais thérapeutiques
sur ces modeéles animaux. Aprés expression du géne
de la micro-dystrophine chez la souris mdx, I'ima-
gerie quantifiee du T2 a démontré un pouvoir dis-
criminant supérieur a celui de I'imagerie de transfert
d’aimantation et de I'imagerie du tenseur de diffu-
sion (Park etal. 2015). Un autre essai, par saut
d’exon U7, mené avec succes chez le chien GRMD
a été accompagné d’une baisse significative du T2
dans les membres traités (Le Guiner et al. 2014).
Enfin, un traitement au losartan a démontré un effet
de normalisation du T2 musculaire sur un modéle
murin de dystrophie congénitale lié au gene de la
laminine (Vohra et al. 2015a).

Le T2, ou temps de relaxation spin-spin des
molécules d’eau du muscle squelettique, peut étre
interprété comme un indicateur de I'activité de la
maladie. Ce terme est intentionnellement vague
étant donné qu’une variation de T2 est un pro-
cessus non spécifique qui peut étre engendré par
différents mécanismes tels que l'inflammation, la
nécrose, la dystrophie musculaire, la dénervation
aigué, ou toute autre situation pouvant étre
accompagnée par un cedéme intracellulaire, extra-
cellulaire, ou mixte. Cela a été montré de facon
extensive sur des modeéles animaux (Wishnia et al.
2001 ; Heemskerk etal. 2007 ; Bryant etal.
2014 ; Ha et al. 2015) ainsi que chez I'homme.
L’exercice physique d’intensite modérée a beau-
coup augmenté le T2 musculaire par un méca-
nisme d’accumulation d’eau dans les myocytes
impliqués. Ce processus est transitoire, et contrai-
rement a une élévation pathologique du T2, les
valeurs de T2 se normalisent au bout de quelques
heures. On comprend donc que les résultats d’'une
imagerie réalisée peu aprés un exercice physique
pourront étre faussés a cause de ce phénomeéne.
C’est pour cette raison que nous conseillons de
toujours réaliser 'examen radiologique avant les
évaluations fonctionnelle, particuliérement chez les
patients présentant des muscles fragilises par la
pathologie.

Comme déja mentionné, les modeéles pathologiques
animaux ne développent que trés rarement des
infiltrations graisseuses au niveau des tissus muscu-
laires. De ce fait, une augmentation globale de T2
mesurée par un ajustement mono-exponentiel de la
décroissance du signal RMN sera interprétée de
maniére non ambigué par une augmentation du T2
de l'eau musculaire. Chez I'homme, par contre,
une’infiltration graisseuse est trés fréquemment
observée chez des patients atteints de pathologies
neuro-musculaires chroniques. Les protons des
lipides ayant des temps de relaxation T2 beaucoup
plus élevés que les protons de I'eau, la présence de
graisse dans les tissus musculaires, méme a hauteur
de quelques pourcents, augmentera de facon signi-
ficative le T2 global mesuré avec un modeéle mono-
exponentiel, vers des valeurs comparables a celles
observées pour des tissus musculaires enflammeés
ou endommageés.

De nombreuses équipes ont mesuré le T2 des mus-
cles infiltrés de graisse des patients Duchenne. Cer-
taines ont observé une augmentation du T2 global
avec l'age des patients (Garrood et al. 2009 ; Kim
etal. 2010; Arpan etal. 2013 ; Forbes etal.
2014 ; Willcocks et al. 2014 ; Kim etal. 2015),
alors que d’autres, au contraire, ont observé la
méme diminution du T2 musculaire au cours du
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Tableau 1

Différences entre une
mesure globale du T2
musculaire et celle du T2
del’eau musculaire
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temps que celle décrite dans les modeéles animaux
(Forbes et al. 2014 ; Wary et al. 2015b). Ces résul-
tats, apparemment contradictoires, ont de quoi
dérouter le lecteur. L'explication réside dans le fait
que les premiers ont déterminé le T2 global, son
augmentation refletant alors principalement les
changements dégénératifs liés aux infiltrations grais-
seuses. Cette information est donc redondante avec
celle fournie par les séquences de type Dixon, les

résultats obtenus avec ces deux techniques étant for-
tement corrélés (Azzabou et al. 2015c¢). Les seconds
ont mesuré spécifiquement le T2 de I'eau muscu-
laire. La diminution progressive du T2 observée
pourrait soit étre due a la croissance, comme cela a
déja été montré chez des individus sains, au moins
chez le chien (Thibaud et al. 2012), ou alors a I'épui-
sement progressif des capacités régénératives du
muscle dystrophique.

T2 musculaire « global »

T2 deI’eau musculaire

Mesure le signal de I'eau et la graisse

de I’eau exclusivement

Renseigne sur

essentiellement les lésions dégénératives
chroniques de nature graisseuse

I« activité de la maladie »

Sensible aux

changements lents, a long terme

changements rapides, a court terme

Considérations méthodologiques « Dixon »

preéférer I'imagerie eau-graisse de type

nécessite des séquences optimisées
ou des outils de traitement dédiés

Par souci de clarté, nous préconisons I'emploi d’'une
terminologie preécise : le T2 global, dont les altéra-
tions reflétent principalement les changements
dégeénératifs liés a 'infiltration graisseuse et le T2 de
I'eau musculaire qui évalue plus spécifiquement
I'implication du tissu musculaire a proprement
parler dans le processus pathologique (Carlier 2014)
(voir Tableau 1). Nous recommandons (c’est un
point de vue personnel des auteurs) d’abandonner
I'utilisation de I'évaluation du T2 global dans des
muscles infiltrés de graisse car les résultats générés
ne permettent pas de séparer clairement les deux
processus pathologiques évoqués alors qu'ils peu-
vent l'étre en utilisant d’autres méthodes. Cela
géneére, en outre, une ambiguité qui peut étre levée
par l'utilisation de méthodes d’analyse plus sophis-
tiquées pour I'étude de la décroissance T2 du muscle
(voir ci-dessous, le paragraphe sur les développe-
ments méthodologiques récents).

L'utilisation du T2 de I'eau musculaire comme indi-
cateur d’activité de la maladie est non seulement
possible chez 'homme, elle constitue une variable
pertinente, au moins autant que dans les modéles
animaux. Le T2 de I'eau est anormalement élevée
dans les muscles des enfants Duchenne (Arpan et al.
2013 ; Forbes etal. 2014 ; Wary etal. 2015b;
Wokke etal. 2015), mais pas chez les patients
Becker (Wokke etal. 2016). Chez les patients
atteints de la forme tardive de la maladie de Pompe,
environ un tiers des muscles examinés présentent
une augmentation modérée du T2 de I'eau (Carlier
et al. 2015). Dans les myopathies inflammatoires,
le T2 de I'eau musculaire est systématiquement aug-
menté (Park etal. 1990 ; Maillard et al. 2004 ;
Yao et Gai 2012). En imagerie diagnostique,

I'inflammation liée & la pathologie est généralement
détectée grace a des séquences pondérées en T2
combinées avec une suppression de graisse (STIR)
(Walker 2008 ; Degardin et al. 2010). Chez les
patients atteints de dystrophie musculaire fascio-sca-
pulo-humeérale (DMFSH), certains muscles sont
STIR positifs et comportent des signes inflamma-
toires a la biopsie (Tasca et al. 2012). Néanmoins,
cette évaluation qualitative permet uniquement de
détecter des contrastes entre des muscles sains et
muscles altérés. Si tous les muscles d'un membre
sont atteints, cet examen standard ne détectera
aucune anomalie. Une telle situation s’est par
exemple présentée chez des patients atteints de der-
matomyosite juvénile (Carlier etal. 2013). Pour
éviter ces faux-négatifs, nous préconisons d’utiliser
systématiquement la quantification du T2 de l'eau
pour I'évaluation et la réponse aux traitements des
myopathies inflammatoires, méme si cette solution
n’est pas encore largement acceptée par la commu-
nauté médicale.

Outre le manque de spécificite du T2, il reste éga-
lement difficile d’établir avec certitude des liens tem-
porels entre les événements pathologiques et ces
modifications de T2. Existe-t-il un délai entre les
deux et si oui, quelle est sa durée ? Par exemple,
chez certains patients atteints de myopathies inflam-
matoires, il peut y avoir discordance entre les
mesures de T2 et le statut clinique. La fluctuation
naturelle du T2 au cours des dystrophies muscu-
laires n’est encore que trés peu documentée.

De maniére intéressante, il a é&té montré que le T2
de I'eau musculaire pouvait étre élevé dans certaines
myopathies congeénitales, tout au moins dans des
modéles animaux avec des mutations du géne de la
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nébuline, ACTA1 ou encore de la dynamine
(Gineste etal. 2013b; Gineste etal. 2013c;
Gineste et al. 2013a ; Martins Bach et al. 2015).
Cela tend a démontrer qu’un certain degré de désor-
ganisation cellulaire peut altérer suffisamment les
mouvements intracellulaires, et notamment ceux des
molécules d’eau pour avoir un effet sur le T2. Le
fait d’avoir observé une augmentation du T2 de I'eau
chez des patients atteints de myopathies plus stable
représente tout de méme une limitation a I'utilisa-
tion généralisée de ce biomarqueur comme indica-
teur absolu de I'activité de la maladie. Dans le méme
ordre d’idées, les modifications du T2 de I'’eau obser-
vées a la suite d’'une dénervation sont dus a I'aug-
mentation relative de l'espace extracellulaire qui
accompagne l'atrophie du tissu musculaire (Polak
etal. 1988 ; Fleckenstein etal. 1993 ; Kamath
et al. 2008), ce qui refléte davantage une réorgani-
sation structurelle du muscle que l'activité de la
maladie au sens strict.

Il serait dés lors plus prudent de restreindre I'utilisa-
tion du T2 de I'eau musculaire au suivi de I'activité
de la maladie dans des conditions maitrisées, ot I'on
sait que les valeurs seront modifiées par des pro-
cessus pathologiques destructifs, au moins pendant
certaines périodes de leur évolution. Dans ces cas,
la quantification du T2 de I'eau musculaire fournit
indubitablement un biomarqueur représentatif de la
progression de la pathologie ainsi que de la réponse
a un traitement. De nombreuses études cliniques ont
maintenant confirmé toutes les observations réali-
sées sur les modeéles animaux. Il a été montré que
la valeur du T2 avait une valeur prédictive quant a
la vitesse de progression des altérations dégénéra-
tives chroniques. Chez les enfants Duchenne, I'ins-
tauration d’une corticothérapie est accompagnée
rapidement d’une réduction de quelques ms du T2
au niveau des jambes, qui est suivie d'une stabilisa-
tion du processus d'infiltration graisseuse (Arpan
etal. 2014). Comme mentionné précédemment,
chez les patients adultes atteints de la maladie de
Pompe, un tiers des muscles des membres inférieurs
présente des altérations du T2 de l'eau, légeres a
modérées, sur au moins un des deux examens réa-
lisés a un an d’intervalle. Dans ces muscles, le taux
d’infiltration graisseuse a en moyenne augmenté
35 % plus rapidement que dans les muscles présen-
tant des T2 normaux (Carlier et al. 2015). Pour
I'ensemble des muscles, cette étude a démontré une
corrélation significative entre la valeur moyenne du
T2 et le taux moyen d'infiltration graisseuse entre
les deux visites. Chez les patients souffrant d’une
DMFSH, les muscles qui présentaient des hyperin-
tensités sur des images pondérées en T2 avec satu-
ration de graisse, étaient ceux qui subissaient les plus

fortes augmentations d’infiltrations graisseuses
entre deux examens successifs (Friedman et al.
2013 ; Janssen et al. 2014). Ces résultats sont cru-
ciaux et prouvent I'utilité du T2 de I'eau musculaire
en tant que biomarqueur de l'activité de la maladie
dans les pathologies neuromusculaires.

De nombreuses zones d’ombre restent cependant a
éclaircir. Par exemple, quel sera le role du T2 de
I'eau pour étudier la réponse a I'expression du géne
de la dystrophine chez des patients Duchenne déja
sous traitement stéroidien. Les stéroides normalisant
quasiment les valeurs de T2, il n’est dés lors pas cer-
tain que I'expression partielle du géne de la dystro-
phine, dans des proportions identiques a celles obte-
nues dans les essais thérapeutiques de saut d’exon
s’accompagnera d’une nouvelle baisse significative
du T2. Des résultats préliminaires laissent a croire
que si cette baisse existe, elle sera difficile a détecter
(observations personnelles des auteurs).

Différents problémes méthodologiques et expéri-
mentaux rendent compliquée la détermination pré-
cise du T2. Nous avons déja évoqué en détail les
difficultés engendrées par l'infiltration et le rempla-
cement graisseux des muscles. Il est extrémement
difficile d’obtenir une suppression parfaite du signal
RMN des lipides, et leur présence, méme a hauteur
de quelques pourcents suffit déja a perturber la
mesure du T2 de I'eau. Les méthodes les plus effi-
caces a ce jour ne visent pas a minimiser ou éliminer
totalement le signal de la graisse, mais plutot a
séparer, a l'acquisition ou a la reconstruction, les
contributions de I'eau et des lipides en tirant profit
du déplacement chimique entre les deux espéces de
protons, ou encore de la difféerence entre leurs
temps de relaxation T2. Ces méthodes sophisti-
quées ne sont pas nombreuses, et les plus popu-
laires sont basées sur I'acquisition d’échos de spin
multiples, en régime CPMG, couvrant une large
gamme de temps d’échos. La séquence IDEAL-
CPMG a été développée en ajoutant a cette
séquence un schéma d’acquisition de type Dixon qui
permet de séparer les contributions de I'eau et de la
graisse (Janiczek et al. 2011). Une autre option
consiste a réaliser un ajustement tri-exponentiel de
la décroissance du signal obtenu par la séquence
d’échos de spin multiples, et, & profiter de la diffé-
rence importante entre les T2 de l'eau et de la
graisse pour séparer avec une grande robustesse les
deux composantes de protons (Azzabou et al.
2015¢). Cette méthode de post-traitement a le
grand avantage de reposer sur un schéma d’acqui-
sition trés classique, disponible sur la plupart des
scanners RMN cliniques. Elle est par conséquent
facilement implémentée dans un essai multicen-
trique, ce qui se vérifie de plus en plus.
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Pour étre exacte, la mesure du T2 exige une métho-
dologie rigoureuse. Dans une séquence d’échos de
spin multiples, les impulsions d’excitation et de refo-
calisation doivent étre précisément ajustées a 90° et
180°. Si les angles de bascule s’écartent de ces
valeurs nominales, la décroissance du signal RMN
va étre trop rapide dans le cas ou des gradients de
déphasage efficaces sont appliqués (ce qui est rare-
ment le cas sur des systémes cliniques), ou trop
lente, dans le cas contraire ou des échos stimulés
vont se former et s’additionner aux échos de spin
(Hollingsworth et al. 2012). Une approche pratique
consiste a acquérir, en plus de la séquence CPMG,
une autre séquence pour cartographier le champ
magnétique B1, et connaitre exactement 'angle de
bascule appliqué a chaque voxel du volume d’intérét
(Yarnykh 2007). Lorsque celui-ci s’écarte significa-
tivement de la valeur prescrite, le voxel en question
est retiré de I'analyse T2 (Azzabou et al. 2015¢).
Cette méthode est simple et efficace, mais elle a le
désavantage d’éliminer un grand nombre de voxels
dans les zones ou le Bl n’est pas homogéne.
D’autres solutions plus efficaces ont été proposées
et sont sur le point d’étre implémentées dans des
protocoles de recherche clinique. Des modéles plus
réalistes que de simples exponentielles peuvent étre
utilisés pour décrire précisément la formation des
échos de spins et des échos stimulés, et permettent
de s’affranchir de I'acquisition de la séquence de car-
tographie de B1. Par exemple, le formalisme EPG
(pour Extended Phase Graphs), est un outil

T2 de I'eau % graisse
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Résumé des informations complémentaires apportées par les deux principaux biomarqueurs,
le T2 deI’eau musculaire et le % de graisse musculaire. Si la maladie est active et stable, on
attend que le T2 soit augmenté et également stable au cours du temps alors que I'involution
graisseuse progressera. Si un traitement efficace est appliqué, il devrait logiquement ramener
le T2 a une valeur normale et induire une stabilisation de la teneur en graisse.
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puissant permettant de décrire et de comprendre le
comportement de I'aimantation d'un voxel avec des
temps de relaxation T1 et T2, soumis a une série
d’impulsions radiofréquence et de gradients arbi-
traires. Lebel et Wilman ont été les premiers a modé-
liser le signal obtenu par la séquence MSME avec le
formalisme EPG afin d’estimer précisément le T2
dans des zones présentant des échos stimulés (Lebel
et Wilman 2010). Il a depuis été montré que cette
méthode pouvait étre utilisée pour améliorer la pré-
cision et la concordance des mesures de T2 muscu-
laires entre plusieurs sites (Rooney et al. 2011).
Plus que la précision, ce qui compte en recherche
clinique, c’est le pouvoir discriminant de la tech-
nique évaluée. Est rassurant en ce qui concerne les
mesures de T2 de l'eau, le fait que, méme si la
mesure est inexacte a cause de la perturbation
induite par les échos stimulés, celle-ci reste sensible
aux effets pathologiques et a la réponse aux traite-
ments. Ainsi, une étude clinique a suivi par quanti-
fication du T2 musculaire les effets de I'inflamma-
tion et sa correction par une corticothérapie méme
si les mesures étaient supérieures d’'un facteur 2 a
ce qu’elles auraient dii étre a I'aide d’'une méthodo-
logie optimisée (Maillard et al. 2004).

Les relations entre les outils d’évaluation
fonctionnelle et la RMN

Une des questions les plus fréquemment posées
concerne la relation entre les outils d’évaluation
fonctionnelle standards et les ceux dérivés de I'ima-
gerie. Lorsqu'un clinicien-chercheur est a court
d’imagination, une question récurrente fuse : dans
quelle mesure les outils RMN corrélent-ils avec la
fonction musculaire ? La réponse est connue par
avance. Oui, il y a une corrélation significative entre
les deux classes d’outils d’évaluation, et le coefficient
de corrélation est généralement aux alentours de
0.7. 1l est en effet évident que la performance du
muscle va étre fortement liée a sa masse et a sa
composition. Cela avait clairement été démontré
des les premiéres études réalisées sur des patients
Duchenne avec de simples indices qualitatifs de
I'évaluation de linfiltration graisseuse (Liu et al.
1993), et systématiquement confirmé depuis (Wren
etal. 2008; Kim etal. 2010; Torriani etal.
2012 ; Gaeta et al. 2012 ; Fischmann et al. 2013 ;
Wokke etal. 2014b; Vohra etal. 2015b). Des
études récentes l'ont également démontré pour
d’autres pathologies : la dystrophie myotonique de
type [ (Hiba et al. 2012), la maladie de Charcot-
Marie-Tooth, la myosite & inclusions (Morrow et al.
2015), mais également pour les lésions de la coiffe
des rotateurs (Nardo et al. 2014), et le vieillissement
(Csapo et al. 2014). Trés logiquement, la force
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Figure 10

Diminution de la force musculaire maximale des patients Duchenne, exprimée en % des
valeurs mesurées chez des enfants normaux de méme age. En orange, la part attribuable a la
destruction du tissu musculaire, en rouge, la part attribuable aux altérations des propriétés
contractiles du muscle. QF : quadriceps femoris, HS : ischio-jambiers, TA : tibialis anterior,
TS : triceps suralis. Modifié d’aprés Wokke et al., 2014b.
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musculaire corréle mieux avec la masse de tissu mus-
culaire résiduelle (Wokke et al. 2014b) qu’avec le
pourcentage d’infiltration graisseuse (Wren et al.
2008).

De nombreuses situations démontrent la complé-
mentarité entre les deux modalités. La mesure de
l'aire transversale contractile permet par exemple
de déterminer si une diminution de la force ou du
couple de force est due a la perte musculaire elle-
méme ou si elle est plutdt liée a une altération de la
qualité de la contraction musculaire. Chez les
enfants Duchenne, la force musculaire, lorsqu’elle
est normalisée a la masse contractile résiduelle, reste
anormalement faible, ce qui sous-tend I'existence
d’anomalies contractiles du tissu musculaire dystro-
phique (Wokke et al. 2014b ; Vohra et al. 2015b)
(voir Figure 10).

D’autres questions pertinentes peuvent étre abor-
dées. Quelle est la relation temporelle entre I'évolu-
tion de la composition musculaire et celle des alté-
rations fonctionnelles ? Des données provenant du
consortium Imaging-DMD, présentées a la confé-
rence WMS (Voit 2014) mais non encore publiées,
montrent que le test de marche de 6 minutes, qui
est I'outil d’évaluation standard dans les essais, ne
se dégrade guére avant que les muscles des jambes

des enfants Duchenne ne soient infiltrés a 60 % par
de la graisse. Cela suggére que les outils d'imagerie
pourraient avoir un rdle prédictif de I'évolution cli-
nique. Cette observation, potentiellement d’une
importance majeure, doit étre confirmée. D’autres
études, également chez les patients atteints de la
maladie de Duchenne indiquent que le déclin de la
force musculaire se produit en paralléle avec la pro-
gression des changements dégénératifs (Wokke
etal. 2014b; Vohra etal. 2015b), ou pourrait
méme les précéder au niveau des avant-bras (Hogrel
etal., 2016).

Une autre question majeure est le pouvoir discrimi-
nant des outils d’évaluations. Comment comparer
les biomarqueurs quant a leur capacité a détecter les
effets d’une intervention, quel est le plus petit chan-
gement qui peut étre mis en évidence de maniére
statistiquement significative dans le plus petit échan-
tillon de population ? Parce qu'ils sont largement
sinon totalement indépendants de la collaboration
du sujet, la plupart des indices quantitatifs de I'ima-
gerie par RMN offrent la meilleure reproductibilité
et ont été proposés comme les meilleurs candidats
pour détecter et évaluer les effets d’'une thérapie
(Hiba et al. 2012 ; Bonati et al. 2015a). Cette affir-
mation est basée sur ’hypothése qu’un agent théra-
peutique induira des changements d’amplitude iden-
tique pour toutes les mesures d’évaluation, ce qui
est peu probable. La question reste ouverte mais, la
moindre dépendance, méme si elle ne peut complé-
tement s’en affranchir, de la RMN a la collaboration
du patient constitue un atout majeur.

Notre enthousiasme doit étre quelque peu tempéré
par le scepticisme montré par la FDA pour I'utilisa-
tion de la RMN comme outil d’évaluation de la
réponse du muscle dystrophique au saut d’exon 51
par le drisapersen. L’agence de régulation a émis
des réserves sur I'impact de la diversité des plate-
formes d’'imagerie, mais aussi a propos des diffé-
rences entre les protocoles d’imagerie et entre les
paramétres d’acquisition, ainsi que les procédures
d’analyse des images sur les variables estimées de la
RMN. 1l y avait également des remarques sur les
insuffisances des controles de qualité de la stabilité
des systémes et de I'évaluation de reproductibilité. 11
a été reproché que l'effet attendu du traitement
pourrait étre du méme ordre que la variabilité de la
technique. La petite taille des échantillons de popu-
lation a également été critiquée. Les incertitudes
concernant la relation entre les variables de la RMN
et les mesures fonctionnelles ont également été sou-
lignées. Fait intéressant, il y avait a nouveau une
certaine confusion dans ce rapport entre le T2
global du muscle et le T2 de I'eau du muscle. La
demande de la FDA d’une harmonisation compléte
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des procédures entre les sites est irréaliste d"'un point
de vue technique. La seule facon de rassurer les
agences de régulation sur la valeur des mesures par
RMN sera de valider minutieusement les processus
qui générent les images paramétriques et de démon-
trer I'indépendance des résultats par rapport a des
conditions d’acquisitions légérement différentes.
Ce qui apporterait un avantage définitif & la RMN
serait I'identification de biomarqueurs qui seraient
capables de prédire trés précocement I'évolution cli-
nique ultérieure du patient, avant toute modification
fonctionnelle ou anatomique. En oncologie, des
indices spectroscopiques RMN sont utilisés pour
détecter trés précocement les réponses positives au
traitement avant tout signe morphologique de
régression de la tumeur (Redmond etal. 1992 ;
Shin et al. 2012 ; Leong et al. 2015). Des mar-
queurs similaires doivent encore étre identifiés pour
les maladies neuromusculaires. La concentration en
phospho-diesters musculaires est un candidat poten-
tiel en cas de dystrophie musculaire ot leur concen-
tration est élevée en relation avec I'augmentation du
turnover des phospholipides membranaires
(Edwards et al. 1982 ; Kemp et al. 1993 ; Wokke
et al. 2014a ; Wary et al. 2015a), et semble se nor-
maliser trés rapidement quand la dystrophine est
exprimée (Le Guiner et al. 2014).

Il y a donc de multiples raisons de poursuivre la
confrontation entre les biomarqueurs fonctionnels
et I'imagerie chez les patients atteints de maladies
musculaires. Comme régle de conduite générale, ce
sont les écarts et les déviations aux corrélations
strictes qui doivent susciter de l'intérét. Déméler les
mécanismes qui sont a leur origine fera avancer les
connaissances alors que la contemplation d’un
accord parfait est rassurante mais reste intrinséque-
ment stérile.

Le role de la spectroscopie RMN du 3'P
comme outil d’évaluation

La spectroscopie RMN in vivo s’est avérée étre un
outil extrémement puissant pour I'exploration
atraumatique du métabolisme énergétique muscu-
laire, au moyen des noyaux 'H, 3!P, 3C pour ne
nommer que les plus importants (Boesch 2007). La
spectroscopie du RMN du °!P identifie et quantifie
des molécules-cles du meétabolisme énergé-
tique telles que la phosphocréatine, I'ATP et le
phosphate inorganique (Kemp et al. 2007). Elle
mesure le pH intracellulaire. La concentration
d’ADP libre cytosolique ainsi que la production
d’ATP par les voies oxydatives et non-oxydatives
peuvent étre déterminées. Conjuguée a la mise en
ceuvre relativement simple d’antennes de surface
posées directement en regard du segment d’intérét,

la spectroscopie du 3!P a contribué énormément a
I'avancée des connaissances sur I’énergétique mus-
culaire, sa régulation a I'exercice et les perturba-
tions introduites par les pathologies (Chance et al.
1986 ; Heerschap etal. 1999; Argov etal.
2000). A ce jour, la spectroscopie RMN n’a tou-
tefois pas joué un role significatif comme outil
d’évaluation des maladies neuromusculaires.

Des anomalies remarquables du spectre 3'P des
enfants Duchenne ont été décrites plusieurs années
avant que la dystrophine ne soit identifiée et que son
implication dans la pathogenése de la dystrophie
musculaire de Duchenne ne soit reconnue (Edwards
etal. 1982 ; Newman et al. 1982 ; Chance et al.
1986). Il est intéressant de noter que ces anomalies
sont présentes au repos, ce qui simplifie considéra-
blement leur détection. Elles révélent des anomalies
qui existent a différents niveaux sub-cellulaires ; la
mitochondrie, I'appareil contractile et surtout la
membrane sarcoplasmique (Younkin et al. 1987 ;
Kemp et al. 1993 ; Tosetti et al. 2011 ; Wary et al.
2015a) : la quantité totale des composés phos-
phorés est abaissée, conséquence de 'atrophie mus-
culaire et de I'adiposité ; le rapport phosphocréa-
tine/ATP est également plus bas, reflétant la perte
de tissu contractile, le rapport phosphate inorga-
nique/phosphocréatine est anormalement éleve,
révélateur de taux d’ADP au repos augmenté. Ces
derniers traduisent une dysrégulation du contrdle des
oxydations phosphorylantes mitochondriales et/ou
une sollicitation énergétique accrue pour tenter de
maintenir ’homéostasie ionique en dépit d’une per-
méabilité membranaire anormale. Le pH mesuré est
alcalin, ou plus précisément, il y a un pool préémi-
nent de phosphate inorganique avec un pH plus
éleve, pool qui provient de cellules dystrophiques
endommagées et/ou d’'une expansion du comparti-
ment interstitiel associée a la fibrose (Wary et al.
2012) ; et, enfin, la résonance dite des phospho-
diesters, provenant essentiellement de la glycéro-
phosphocholine, est élevée, un indicateur d'un turn-
over accélérée des phospholipides membranaires
dans le myocyte dystrophique (voir Figure 11).

[I semble qu’aucune exploration dynamique de
I'énergétique musculaire n’ait été jusqu’a présent
pratiquée sur des garcons atteints de la maladie de
Duchenne. Chez les patients Becker et les porteuses
DMD/BMD, des altérations de la régulation du pH
ont été décrites, pendant et aprés exercice, sans tou-
tefois pointer systématiquement dans la méme
direction (Barbiroli et al. 1992a; Barbiroli et al.
1992b ; Barbiroli et al. 1993 ; Kemp et al. 1993 ;
Tosetti et al. 2011). L’activitée glycolytique a été
mesurée a la hausse comme a la baisse, alors que
les oxydations phosphorylantes étaient le plus
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Figure 11

Exemples de spectres RMN 3!P musculaires montrant les anomalies patentes d’un muscle
dystrophique en comparaison d’'un muscle normal. Ces anomalies sont visibles dans le
muscle a I’état de repos. Voir description dans le texte. Spectre pris chez le chien GRMD les
mémes altérations sont présentes dans le muscle de patients Duchenne. PCr :
phosphocréatine, PI : phosphate inorganique, PDE : phospho-diesters.

souvent normales (Lodi et al. 1999 ; Kemp et al.
1993 ; Tosetti et al. 2011 ; Torriani et al. 2012).
Globalement, les résultats des mesures a I’exercice
sont considérablement plus dispersés et ne mon-
trent pas le caractére systématique observé au
repos.

L’étendue des perturbations du spectre *'P au repos
corréle a la gravité de la maladie, étant déja détec-
tables chez les porteuses Duchenne, plus marquées
chez les patients Becker et évidentes chez les gar-
cons Duchenne (Kemp et al. 1993). Les anomalies
spectrales observées dans les muscles flechisseurs
des doigts de patients atteints de la maladie de
Duchenne sont plus sévéres chez les patients non-
ambulants que chez les ambulants, et sont corrélées
au nombre d’années passées en fauteuil (Wary et al.
2015a). Chez les patients atteints de DMFSH, le
rapport PCr/ATP s’effondre dans le méme temps
que le muscle entre dans une phase de destruction
rapide et de remplacement graisseux (Janssen et al.
2014).

Toujours au niveau des flechisseurs des doigts de
patients atteints de la maladie de Duchenne, la pro-
gression de ces anomalies a été monitorée pendant
une année ; elle a été significative chez les patients
non-ambulants (Hogrel et al. 2016). Chez le chien
GRMD, les antérieurs traités par un exon-skipping
U7 introduit par virus associé a I'adénovirus, ont vu
leurs taux élevés de phospho-diesters revenir a des
valeurs normales (Le Guiner et al. 2014). Si elles
restent relativement anecdotiques, ces observations
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suggerent fortement que la spectroscopie du °'P, et
en particulier la résonance des phospho-diesters,
puisse fournir des biomarqueurs utiles pour suivre le
réponse du muscle dystrophique a I'expression de
dystrophine. La spectroscopie du P évalue I'inté-
grité et la stabilité de la membrane sarcoplasmique,
ce qui lui confére un certain degré de spécificité et
compleéte I'information plus globale donnée par les
cartographies de la fraction de graisse et le T2. Il est
intéressant de signaler qu'il a été récemment rap-
porté que le rapport PDE/ATP est anormalement
élevé dans les muscles de patients atteints de la dys-
trophie musculaire de Becker a un stade ot aucune
élévation significative du taux d’infiltration graisseuse
n’est encore détectable (Wokke et al. 2014a). Ceci
suggeére que cet indice puisse étre un biomarqueur
précoce du processus dystrophique, alors que le T2
de I'eau ne semble pas discriminant sur ce méme
échantillon de population (Wokke et al. 2016).

Outils d’évaluation par imagerie RMN
actuellement en cours de développement
Les développements en cours sont orientés dans
deux directions principales :

- l'identification de variables RMN qui refletent
d’importantes modifications histologiques, physiolo-
giques ou biochimiques, qui ne peuvent étre détec-
tées par les approches d’imagerie standard actuelle
(p. ex. la fibrose ou les troubles micro-circulatoires),
- T'utilisation de contrastes RMN, déja connus, voire
originaux, aux fins d’étendre et d’améliorer la carac-
térisation du muscle squelettique pathologique (p.
ex. des mesures de T1 ou de diffusion).

e Lafibrose

Le remplacement du muscle squelettique strié par
du tissu conjonctif, majoritairement du collagéne,
constitue 'autre forme de transformation dégénéra-
tive chronique qui affecte les tissus musculaires
pathologiques (Wynn 2008 ; Klingler et al. 2012 ;
Kharraz et al. 2014). Plus encore que l'infiltration
graisseuse, dont les effets déléteres sont indirects et
lies a la perte de tissu contractile associée, la fibrose
impacte directement la fonction musculaire. La
fibrose endomysiale est fortement corrélée a la perte
de fonction motrice chez les patients atteints de la
maladie de Duchenne (Desguerre et al. 2009). C’est
pourquoi un pan de la recherche thérapeutique vise
a bloquer voire a rendre réversible I'accumulation
pathologique de tissu conjonctif (Zhou et Lu 2010).
Si I'imagerie pouvait amener des biomarqueurs de
la fibrose, ceux-ci constitueraient une aide cruciale
a I’évaluation de I'efficacité de ces agents anti-fibro-
tiques. Malheureusement, si la détection et la quan-
tification des infiltrations graisseuses sont facilement
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accessibles par des meéthodes dédiées d'imagerie
RMN, l'évaluation de la fibrose interstitielle par
RMN reste jusqu’a présent un défi majeur a relever.
Le grand nombre de méthodes RMN qui ont été, et
sont encore, proposées afin de détecter la fibrose
reflete avant tout le fait qu'aucune d’entre elles ne
donne pour le moment entiére satisfaction.

Le collagéne, les autres macromolécules de I'espace
interstitiel, mais également leurs molécules d’eau
d’hydratation ont des T2s trés courts, de 'ordre de
une a quelques centaines de ps (Edzes et Samulski
1978 ; Siu et al. 2015). Avec des séquences stan-
dards ou méme dites « rapides », acquises a des TE
de une a quelques ms, le signal RMN de ces spins
est totalement déphasé au moment de la réception
et ne contribue plus a I'image. Les tissus conjonctifs
denses, comme les tendons ou les tissus cicatriciels
apparaissent comme des plages dépourvues de
signal, et sont facilement détectables en imagerie
standard. La fibrose interstitielle devrait également
abaisser I'intensité du signal du voxel proportionnel-
lement au volume qu’elle occupe. Néanmoins, sur
ces images, les fluctuations dues a la fibrose qui
devraient étre typiquement de I'ordre de quelques
pourcents sont masquées par les variations spatiales
du signal RMN tissulaire induites par leur distance
aux antennes de surface de réception. Les tentatives
de correction de cette inhomogénéité de signal
radiofréquence, bien que visuellement satisfaisantes,
n’ont pour l'instant pas permis d’isoler et de quan-
tifier la perte de signal générée par les déepots de
tissus conjonctifs. Ce phénoméne peut tout de
méme contribuer aux distributions d’intensité de
signal anormalement larges, observées dans des
muscles profondément remodelés par une patho-
logie, la fibrose étant bien souvent un composant
essentiel de ce remodelage. L’hétérogénéité du
signal musculaire, en particulier sur les images pon-
dérées en T2, est, selon nous, une caractéristique
reproductible du muscle dystrophique et est trés pro-
bablement en partie le reflet de la fibrose locale,
dans une proportion difficile a quantifier pour le
moment (Parzy et al. 2007 ; Thibaud et al. 2012 ;
Wary et al. 2015a).

La décroissance T2 du signal des tissus est un pro-
cessus multi-exponentiel complexe. Lorsque celle-ci
est échantillonnée trés finement sur des modéles ani-
maux, il est possible de générer des spectres du T2
qui font apparaitre des composantes a temps de
relaxation trés courts, qui ont été attribuées aux
macromolécules présentes dans les tissus (Saab
etal. 1999 ; Saab et al. 2000). Cette méthode a
été transférée chez 'homme sous le nom d’ISIS-
CPMG. Elle a permis d’identifier des composantes
T2 intra- et extracellulaires mais n’a jusqu’a présent

pas mis en évidence cette composante de spins a
T2 treés court (Araujo et al. 2014).

Les expériences de transfert d’aimantation sont bien
adaptées a |'étude des échanges entre spins ; que ce
soit a travers des interactions dipole-dipdle, ou des
échanges chimiques entre des groupes de spins
mobiles ou semi-mobiles. En pratique, sur des tissus
biologiques, elles permettent de mesurer les taux
d’échange entre I'eau libre et les macromolécules,
ainsi que les concentrations relatives de ces diffé-
rents groupes de protons (Morrison et Henkelman
1995 ; Henkelman et al. 2001). Par le passé, de
nombreuses études ont essayé d’établir un lien entre
le contraste de transfert d’aimantation et la concen-
tration en collagéne tissulaire, en particulier au
niveau du foie, mais n’ont généré que des résultats
mitigés. Trés récemment, des séquences d'imagerie
rapide avec des schémas de saturation optimisés ont
donné des résultats encourageants avec une bonne
corrélation entre le contraste de transfert d’aimanta-
tion et le taux de fibrose dans le foie (Yarnykh et al.
2015). Le contraste de transfert d’aimantation est
éleve dans le muscle squelettique et son origine et les
mécanismes sous-jacents ont été étudiés par plu-
sieurs groupes dans le muscle normal, vieillissant, et
pathologique, avec une attention particuliére sur son
lien avec la fibrose, qui reste toujours insuffisamment
compris (Schwenzer et al. 2009a ; Sinclair et al.
2010 ; Sinclair et al. 2012 ; Morrow et al. 2014 ; Li
et al. 2014 ; Liet al. 2015). La corrélation négative
entre le contraste de transfert d’aimantation et 'age
dans une cohorte d’individus sains est par exemple,
relativement déroutante (Morrow et al. 2014). Ces
résultats ont cependant été obtenus pour une fré-
quence et une puissance d’irradiation particuliére et
ne peuvent donc pas étre extrapolés facilement a
d’autres conditions de saturation. L’effet négatif de
l'infiltration graisseuse sur le contraste de transfert
d’aimantation a également été évaluée (Li et al.
2015). Des expériences de transfert d’aimantation
combinées a du filtrage double quantum et de I'ima-
gerie a temps d’écho trés court (UTE) ont également
été réalisées dans le but d’ameéliorer la spécificité de
cette technique au collagéne (Kusmia et al. 2013 ;
Eliav et al. 2014). Les résultats sont encourageants
mais doivent pour le moment toujours étre consi-
dérés comme préliminaires.

De quasi ignorée jusqu’a devenir la base d’une des
méthodes les plus efficaces et populaires pour
deétecter la fibrose myocardique, une expansion de
I'espace interstitiel accompagne le remplacement
des myocytes par du tissu conjonctif. Cet accroisse-
ment du volume interstitiel peut étre facilement
quantifié aprés injection d’'un agent de contraste a
faible poids moléculaire a base de gadolinium (Gd),
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comme le Gd-DTPA ou le Gd-DOTA qui va diffuser
rapidement dans I'espace interstitiel ol sa concen-
tration va s’équilibrer avec celle du plasma. Quel-
ques minutes aprés injection, au moment ou la dis-
tribution de l'agent de contraste est en
pseudo-équilibre, I'augmentation du taux de relaxa-
tion T1 dans le tissu myocardique normalisé a I'aug-
mentation du taux de relaxation T1 dans le plasma
permet d’estimer le pourcentage du volume extra-
cellulaire du tissu (Miller et al. 2013 ; Moon et al.
2013). Bien qu’indirecte, cette technique s’est
imposée comme la référence pour quantifier les
dépots pathologiques de tissu conjonctif dans le
myocarde. Un prérequis a l'utilisation de cette
méthode de quantification de fibrose est 'absence
d’cedéme extracellulaire ou d’anomalies cellulaires
qui pourraient avoir pour conséquence une accumu-
lation locale d’agent de contraste Gd ou sa pénétra-
tion dans les myocytes (p. ex. la nécrose, l'inflam-
mation ou méme une dystrophie). Dans ces cas-1a,
ou lorsque ces phénoménes sont suspectés d’avoir
lieu en méme temps que le remodelage structurel,
le volume de distribution de I'agent de contraste Gd
ne peut plus étre utilisé comme un marqueur de
substitution de la fibrose.

Ce méme principe, et la méthodologie associée peu-
vent &tre utilisés pour détecter indirectement la
fibrose interstitielle dans le muscle squelettique, mais
cette technique n’a pas été évaluée jusqu’a présent.
Certaines difficultés peuvent étre attendues compte
tenu du plus faible volume extracellulaire dans le
muscle squelettique, mais aussi en relation avec le
moindre degré de fibrose attendu dans le muscle
pathologique, ainsi que du fait de I'absence d’un
signal sanguin de référence facilement accessible
comme c’est le cas au niveau cardiaque dans les
cavités ventriculaires.

Pour ces mémes raisons, et parce que la concentra-
tion en sodium est plus de 10 fois supérieure dans
I'espace extracellulaire que dans les cellules, la
concentration globale en sodium du myocarde est
augmentée en cas de fibrose, et I'imagerie RMN du
ZNa peut étre utilisee pour détecter ce phénomene.
Néanmoins, cette évaluation est également indirecte
et basée sur des changements non-spécifiques ; les
meémes réserves que celles formulées dans le cas des
agents de contraste a base de Gd s’appliquent dans
le cas ou la concentration en sodium dans les tissus
augmente pour d’autres raisons, avec une liste de
situations d’interprétation délicate identique a celle
énonceée précédemment (Madelin et Regatte 2013).
Le signal RMN peut étre sensibilisé au mouvement
a une échelle submillimétrique et cela peut servir a
suivre la propagation des ondes de pression. La
vitesse de propagation des ondes de pression

augmente avec la rigidité du milieu traversé. Ce mar-
queur peut donc étre utilisé pour estimer les pro-
priétés viscoélastiques d’'un tissu (Glaser et al.
2012). Ce phénoméne est la base de |'élastographie
par IRMN, qui est une méthode validée pour la quan-
tification de la fibrose hépatique. Cette technique a
été transposée au domaine du muscle squelettique
et un certain nombre de situations ont été évaluées
(Ringleb etal. 2007). Le muscle squelettique
constitue un ensemble structurel hautement diffé-
rencié, lui-méme au sein de [l'environnement
complexe. Il ne semble dés lors pas trivial d’établir
un lien direct entre la vitesse de propagation d’'une
onde de pression a une position donnée et la struc-
ture tissulaire du muscle en ce méme point. L’envi-
ronnement global des éléments contractiles et
non-contractiles doit avoir un impact et contréler la
vitesse des ondes de pression en tout point du
muscle. En particulier, les effets des dépots de
graisse sont susceptibles d’étre non négligeables sur
la vitesse de propagation des ondes de pression. 1l
en est de méme pour les cedémes et autres phéno-
meénes inflammatoires (McCullough et al. 2011).
Encore une fois, cette technique peut manquer de
spécificite. Il est également a noter que les pro-
priétés visco-élastiques des tissus peuvent également
étre évaluées par des méthodes ultrasonores, avec
des résultats comparables a la RMN mais un net
avantage en terme de faciliteé d’implémentation
(Drakonaki et al. 2012).

Une détection plus directe de la fibrose a également
été proposée. Elle repose sur I'utilisation de pep-
tides courts marqués au Gd, qui ont une forte affinité
pour le collagéne (Caravan et al. 2007). Les résul-
tats présentés a ce jour sont convaincants (Fuchs
etal. 2013 ; Caravan et al. 2013), mais les ques-
tions relatives a I'administration et a la toxicité de
ces agents vont trés certainement restreindre leur
utilisation aux modéles animaux et expliquent
I'impact relativement limité de cette méthode.

Le développement de séquences a temps d’écho
«ultra court » (UTE) représente, de loin, la méthode
la plus prometteuse pour une imagerie directe de la
fibrose. Ces séquences opérent a des TEs trés pro-
ches de zéro. Elles sont alors capables de collecter le
signal RMN des spins ayant un T2 trés court, jusqu’'a
quelques us (Tyler et al. 2007). Les séquences UTE,
qui possedent ce potentiel de visualiser directement
la fibrose ont donc un avantage majeur sur les
méthodes présentées précédemment qui sont, elles,
basées sur des liens indirects avec le phénoméne
étudié. Les composantes a T2 court peuvent étre
mises en évidence par simple soustraction d’une
image de référence obtenue a un TE plus long, par
une saturation double-bande, un module d’inversion
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Figure 12
Exemple d’imagerie des spins a TE ultra-court (UTE), ici de la composante a T2*inférieure a
une ms. Elle montre la proportion élevée de ces spins dans I’os compact, dans les fascia et
dans la peau, mais aussi une fraction significative dans le tissu musculaire. La possibilité
d’évaluer de maniére atraumatique par cette technique UTE la composante conjonctive du
muscle strié squelettique est en cours d’exploration dans plusieurs laboratoires.
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adiabatique (Li et al. 2012) ou, encore mieux, par
extraction de la fraction a T2 trés court grace a un
ajustement multi-exponentiel du signal obtenu avec
ces séquences a différents TEs, et reconstruction de
cartes paramétriques qui peuvent corriger les effets
de relaxation T2*, mais aussi les effets dus a la pré-
sence de lipides (Wang et al. 2010 ; Caldas de A.
Araujo et al. 2015) (voir Figure 12).

L’imagerie UTE a démontré sa capacité a visualiser
de maniére non ambigué l'os cortical, les couches
profondes des cartilages, les tendons et les aponé-
vroses (Robson et Bydder 2006 ; Du et al. 2009 ;
Du etal. 2011). La visualisation directe de
I'infarctus du myocarde a également été établie avec
cette technique (de Jong et al. 2011). Concernant
le muscle squelettique, la visualisation des tissus
conjonctifs ainsi que des tentatives de quantification
ont déja été réalisées sur des sujets normaux, sur des
groupes de personnes agées, ainsi que chez des
patients myopathes (Vignaud et al. 2014 ; Csapo
etal. 2014 ; Caldas de A. Araujo et al. 2015). De
nombreux problémes restent tout de méme a élu-
cider, en particulier la possible superposition d’'une
composante lipidique a T2 ultra-court. Néanmoins,
le défi le plus important sera d’isoler la fraction de

molécules a T2 trés court représentatifs du tissu
conjonctif. La méme problématique concerne éga-
lement les autres approches, en particulier les expé-
riences de transfert d’aimantation, pour lesquelles
une part significative du contraste provient des pro-
téines de 'appareil contractile. Comme mentionné
précédemment, la combinaison du filtrage double
quantum, de transfert d’aimantation et des
sequences UTE pourrait représenter une solution
pour isoler plus speécifiquement le signal provenant
du collagéne (Kusmia etal. 2013 ; Eliav etal.
2014).

¢ Perfusion et oxygénation

L’imagerie fonctionnelle par RMN est désormais la
référence pour les explorations atraumatiques de la
physiopathologie cérébrale en neurologie, aussi
bien que pour les études cognitives en neuroscience
(Ogawa et al. 1990 ; Detre et Wang 2002). Des
approches trés similaires ont été développées et
appliquées avec succés au muscle squelettique (Car-
lier et al. 2006 ; Partovi et al. 2015). La perfusion
tissulaire peut étre mesurée de facon atraumatique
au moyen d’un groupe de techniques qui marquent
magnétiquement le sang artériel en amont du tissu
d’intérét (techniques dites « ASL »). Ce marquage
résulte en une modification de I'aimantation du tissu
proportionnelle a la perfusion. Cette méthode ne
requiert pas d’injection d’agent de contraste, et peut
donc étre répétée a l'infini & un rythme trés rapide,
avec des intervalles de quelques secondes (Raynaud
etal. 2001 ; Schewzow et al. 2014). Cette pro-
priété est particulierement avantageuse pour I'étude
de la perfusion musculaire qui peut varier d’un fac-
teur 20 ou plus en quelques dizaines de secondes.
Le rapport contraste sur bruit en ASL est faible, et
facilement contaminé par le mouvement. La plupart
des études en ASL a consisté a mesurer la perfusion
post-exercice ou post-ischémie. Néanmoins, si un
sacrifice est réalisé sur la résolution temporelle des
expériences, la perfusion au repos peut également
&tre mesurée par ASL en moyennant le signal pen-
dant quelques minutes (Carlier et al., 2006 ; Ber-
toldi et al., 2008). Le contraste BOLD (pour blood
oxygen level dependant) (Ogawa et al. 1990), qui
est bien connu pour sa capacité a détecter les acti-
vations cérébrales, est sensible au taux d’oxygéna-
tion des capillaires et du sang veineux dans les mus-
cles squelettiques et peut également fournir des
mesures semi-quantitatives de la saturation sanguine
en oxygéne (Jordan etal. 2004 ; Jacobi etal.
2012). Contrairement a la plupart des applications
au niveau du cerveau, le contraste BOLD musculaire
peut étre négatif dans le cas d’'une plus forte désa-
turation en oxygéne, ou positif pour des situations
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ou l'extraction en oxygéne décroit dans les tissus
(Donahue et al. 1998 ; Lebon et al. 1998 ; Meyer
et al. 2004 ; Damon et al. 2007 ; Baligand et al.
2011). Le volume sanguin au niveau des veines et
des capillaires influence le signal BOLD et rend son
interprétation relativement complexe (Duteil et al.
2006). La consommation du muscle en oxygéne
peut étre calculée, selon la loi de Fick, comme le
produit de la perfusion tissulaire par la différence
d’oxygénation entre artére et veine. Dans sa décli-
naison RMN totalement atraumatique, la perfusion
est déeterminée par ASL, et le taux d’oxygénation
des gros vaisseaux est obtenu par des mesures de
T2 ou de susceptibilité (Zheng et al. 2013 ; Englund
etal. 2013 ; Decorte et al. 2014).

Difféerentes conditions qui affectent la perfusion et
I'oxygénation du muscle squelettique ont été étu-
diées par la RMN fonctionnelle, en particulier
I'ischémie aigué ou chronique (Ledermann et al.
2006 ; Grozinger et al. 2013 ; Aschwanden et al.
2014 ; Englund et al. 2015), mais également le dia-
béte (Zheng et al. 2014), la sclérose systémique
(Partovi etal. 2012) ou encore le syndrome des
loges (Andreisek et al. 2009).

En ce qui concerne les pathologies neuromuscu-
laires, I'emploi de I'imagerie fonctionnelle par RMN
a été jusqu’a présent trés limité. Chez des patients
qui souffrent de glycogénose de type 3, la combi-
naison de I'imagerie fonctionnelle dynamique avec
des mesures de spectroscopie RMN a permis de
déterminer, de facon inattendue, que la diminution
de la capacite de phosphorylation oxydative

' perfusion post-exercice
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Figure 13

La mesure de la perfusion musculaire par la technique du marquage de spins de I'eau
artérielle est totalement atraumatique et autorise donc de suivre trés précisément la réponse
hémodynamique d’'un muscle au cours de différentes manceuvres. Dans I’exemple présenté
ici, on voit que la perfusion musculaire post-exercice en condition aérobie est anormalement
faible chez des patients adultes atteints de glycogénode de type IlI (déficit en enzyme
débranchant).
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mitochondriale était au moins en partie due a une
hypoperfusion musculaire relative (Wary et al.
2010) (voir Figure 13).

I est légitime de penser que cette méthode pourra
nous apporter bien plus d'informations encore dans
un futur proche. Une des conséquences de la fibrose,
quand celle-ci se développe aussi autour des arté-
rioles est d’empiéter sur la réserve de vasodilatation.
Dans une étude sur les muscles de la patte d’animaux
hypertendus, il a été démontré que I'’ASL permettait
de quantifier précisement ce phénoméne (Bertoldi
et al. 2006). Des anomalies de la perfusion consti-
tuent également une caractéristique pathologique du
muscle dystrophique chez les patients Duchenne
(Thomas 2013), en partie liée a un défaut de produc-
tion d’oxide nitrique (Nelson et al. 2014 ; Hérster
et al. 2015), et due d’autre part aux modifications de
structure liées a la fibrose (Klingler et al. 2012). La
possibilité d’avoir, en recherche clinique, une mesure
atraumatique et dynamique de perfusion musculaire
chez des patients Duchenne représenterait un intérét
majeur, particuliérement lorsqu’il s’agira de déter-
miner ['efficacité de traitements a base de molécules
vasodilatatrices ou anti-fibrotiques (Zhou et Lu
2010 ; Ennenet al. 2013 ; Blat et Blat 2015).

e T1 - Pré- et post-gadolinium

La cinétique d’évolution de la relaxivite T1 aprés
injection d’'un chélate de gadolinium a faible poids
moléculaire peut étre analysée de facon a obtenir
une estimation quantitative de la vitesse d’échange
de I'agent de contraste du compartiment vasculaire
vers |'espace interstitiel (ou plus précisément vers
'espace accessible dans le compartiment extravas-
culaire) ainsi que du volume de ce compartiment
extravasculaire (Tofts 1997 ; Tofts etal. 1999 ;
Lavini et al. 2007). [déalement, la fonction d’entrée
artérielle doit étre mesurée en méme temps que le
rehaussement du signal tissulaire. En pratique,
celle-ci peut étre supposée connue, ce qui facilite
considérablement  l'acquisition des données.
L’ischémie, la nécrose, I'inflammation ou encore la
fibrose peuvent étre précisément évaluées a partir
des modifications du taux d’échange du chélate de
gadolinium et de son volume de distribution extra-
vasculaire. Ces conditions correspondent respecti-
vement a un échange lent et un volume de distribu-
tion normal, un échange lent et un volume
augmenté, un échange rapide et un volume aug-
menté, et échange normal et un volume augmenté.
Le muscle dystrophique canin est caractérisé par
une augmentation du taux d’échange de l'agent de
contraste, accompagné par une augmentation pro-
portionnelle de son volume de distribution, ce qui se
manifeste par une augmentation de I'amplitude de
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rehaussement de signal, sans décalage temporel de
la prise de contraste (Thibaud et al. 2007).

Méme si la procédure d’injection est peu invasive et
complétement sans danger, par le recours a des
agents de contraste extrémement stables, cette tech-
nique est en perte de vitesse. Malgré la valeur
ajoutée de 'information extraite par rapport a la car-
tographie T2 par exemple, la méthode est de nos
jours rarement implémentée, a cause du coft
associé, de la longueur des acquisitions nécessaires
pour échantillonner convenablement les courbes de
rehaussement de signal, ainsi que de la réticence a
pratiquer une injection non-essentielle sur une popu-
lation pédiatrique.

De la rémanence prolongée d’agents de contraste a
base de gadolinium ciblant I'albumine dans le muscle
dystrophique de la souris mdx a découlé une
méthode attrayante pour caractériser la perméabi-
litt  membranaire et les dommages générés au
niveau des myocytes (Straub et al. 2000 ; Amthor
et al. 2004). Celle-ci reste cependant confinée aux
expérimentations précliniques.

Plus récemment, un intérét s’est manifesté pour la
mesure de T1 «pré-gadolinium », probablement
mieux qualifiee par T1 natif, ou intrinséque du
muscle squelettique. Ce biomarqueur a longtemps
été laissé de cdté car a I'époque des débuts de 'ima-
gerie RMN du muscle strié, aucune modification du
signal pondéré en T1 n’avait été relevée en pré-
sence de phénoménes inflammatoires ou nécroti-
ques. En réalité, les méthodes utilisées a cette
époque souffraient d'un manque de sensibilité. Il a
depuis été montré que le T1 natif était modérément
mais significativement augmenté dans le muscle dys-
trophique du chien GRMD (Thibaud et al. 2012).
Les cardiomyopathies dilatées et hypertrophiques
engendrent également une augmentation du T1
natif, qui semble refléter les dommages cellulaires au
niveau des myocytes plus que de la fibrose intersti-
tielle (Dass et al. 2012 ; Friedrich 2015 ; Hinojar
et al. 2015). Cette observation est corroborée par
'observation de T1 raccourcis dans des gels de col-
lagéne (Caldas de Araujo, communication person-
nelle). Ces pistes doivent étre explorées plus en
deétail avant d’attribuer un role précis a la mesure du
T1 natif pour la caractérisation du muscle squelet-
tique. Un certain optimisme est de mise quant au
futur de ce type d’approche au vu de la robustesse
et la rapidité d’acquisition de séquences de quantifi-
cation du T1 sur les scanners modernes.

¢ La diffusion

Depuis la description de son principe par Stejskal et
Tanner en 1965 (Stejskal et Tanner 1965), les
études de diffusion et 1"’ imagerie de diffusion (DWI,

diffusion-weighted imaging) ont été appliquées a
un nombre considérable de domaines meédicaux et
non-médicaux, allant de I'étude des matériaux aux
tissus humains, en passant par les petits animaux.
La possibilitée d’évaluer finement les mouvements de
protons in vitro et in vivo par I'application de gra-
dients pulsés de sensibilisation a motivé 'usage de
I'imagerie de diffusion pour accéder a des parameé-
tres structurels microscopiques, bien au-dela de la
résolution de l'imagerie conventionnelle par RMN,
c’est-a-dire a I'échelle du micron. En fonction du
schéma d’application des gradients pulsés et de la
stratégie d’analyse des données de diffusion
acquises, différentes variables peuvent étre calculées
au sein de I'objet étudié : le coefficient de diffusion
apparent et les directions de diffusion, la probabilité
de déplacement ; I'échelle des barriéres de diffusion
(p. e. le diamétre de la cellule), et la probabilite de
transition entre des compartiments délimités par des
barriéres semi-perméables.

[y a environ deux décennies que I'utilisation de I'ima-
gerie de diffusion a commenceé pour I'exploration du
muscle squelettique. La vaste majorité des études
publiées sur le muscle squelettique étaient basées sur
une séquence de diffusion EPI (echo-planar imaging)
single shot. Pour I'encodage du processus de diffu-
sion, des gradients de diffusion mono- ou bi-polaires
ont été appliqués sur une séquence RMN de type spin
écho. Peu d’études ont montré des résultats obtenus
avec une séquence de type écho stimulé. Plusieurs
difficultés doivent étre surmontées pour appliquer
I'imagerie de diffusion au muscle squelettique. Afin
d’obtenir des variables de diffusion exactes et repro-
ductibles, une suppression fiable et efficace du signal
de la graisse est un pré-requis. La plupart des techni-
ques disponibles (suppression de la graisse par inver-
sion-récupération ou sélection spectrale) suppriment
efficacement la composante lipidique principale,
générée par les groupements méthyléne. Par contre,
la composante oléfinique de la graisse, trés proche de
la fréquence de 'eau géneére des artéfacts majeurs
dans I'imagerie de diffusion du muscle squelettique.
De plus, I'imagerie de diffusion souffre d’'un piétre
rapport contraste a bruit lié a la méthode de suppres-
sion de graisse, a I'application des gradients de diffu-
sion, et aux temps d’échos longs comparés au temps
de relaxation T2 relativement court des protons dans
le muscle squelettique. Nombre de paramétres des
séquences de diffusion ont une influence majeure sur
les résultats, ce qui s’est traduit par la publication dans
la littérature de valeurs inconstantes pour les varia-
bles de diffusion.

Au-dela de ces particularités techniques, I'imagerie
de diffusion est prometteuse et susceptible d’amener
de nouveaux outils d’évaluation car plusieurs
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variables sont corrélées a des propriétés structurelles
non-accessibles par d’autres techniques d’imagerie
par RMN. Le coefficient de diffusion apparent, la
fraction d’anisotropie, ainsi que les directions du
vecteur principal de la diffusion peuvent étre cal-
culés directement a partir du tenseur de diffusion
voxel par voxel. IIs ont été évalués dans plusieurs
études qui se sont intéressées aux membres infé-
rieurs et supérieurs ainsi qu'au tronc (Yanagisawa
etal. 2009 ; Schwenzer etal. 2009b; Froeling
etal. 2012). L'analyse de l'orientation des fibres
musculaires par le tenseur de diffusion s’avére cor-
réler avec I'architecture histologique du muscle sque-
lettique (Karampinos et al. 2009 ; Damon et al.
2012 ; Froeling etal. 2012). En utilisant des
modéles de diffusion élaborés, le diameétre de la cel-
lule musculaire ainsi que les propriétés des barrieres
de diffusion ont pu étre calculés au départ d’images
de diffusion (Sigmund et al. 2013 ; Sigmund et al.
2014). La fiabilité des variables de diffusion mesu-
rées dans le muscle squelettique a été améliorée par
I'optimisation des paramétres de séquence de diffu-
sion ainsi que des méthodes de traitement de don-
nées diffusion (Heemskerk et al. 2010 ; Froeling
etal. 2010; Froeling etal. 2013). Avec des
schémas de séquence de diffusion dédiés, les varia-
bles calculées ont montré une corrélation satisfai-
sante avec la perfusion et la vascularisation du
muscle squelettique (Karampinos et al. 2010 ; Filli
etal. 2015).

La plupart des études humaines sur la diffusion mus-
culaire ont été menées sur des volontaires sains. Peu
ont exploré des pathologies musculaires (Zaraiskaya
et al. 2006 ; Qiet al. 2008 ; Sigmund et al. 2013 ;
Sigmund et al. 2014 ; Ponrartana et al. 2015) dans
le contexte de I'utilisation des variables de diffusion
comme biomarqueurs ou comme outils d’évaluation.
Le coefficient de diffusion apparent s’est logique-
ment révélé anormalement élevé dans les myopa-
thies inflammatoires, tandis que le calcul de la frac-
tion d’anisotropie a donné des résultats divergents
(Ai et al. 2014 ; Froeling et al. 2015). Il n'y a pas
encore eu d’analyse longitudinale de I'activité de la
maladie ni de la réponse a un traitement. Dans une
étude sur la dystrophie musculaire de Duchenne, les
variables de diffusion montraient une bonne corré-
lation avec la sévérité de la maladie et avec d’autres
indicateurs RMN d’activité de la maladie (Ponrar-
tana et al. 2015). Toutefois, aucune supériorité de
la diffusion sur les variables RMN habituelles n’a été
démontrée. Les altérations du coefficient de diffu-
sion apparent et de fraction d’anisotropie dans les
muscles de patients atteints de la maladie de
Duchenne reflétaient avant tout leur degré d’infiltra-
tion graisseuse. Dans une autre étude récente sur la

maladie de Duchenne, cette fois en prenant compte
les effets de linfiltration graisseuse et du rapport
contraste a bruit, une augmentation du coefficient
de diffusion apparent et de la valeur propre de dif-
fusion lambda 3, a pu étre démontrée mais dans le
seul tibialis antérieur (Hooijmans et al. 2015). Dans
un modeéle murin de la dystrophie musculaire, les
effets d’'une thérapie génique ont été suivis par de
nombreuses variables RMN, dont la diffusion (Park
etal. 2015). La valeur ajoutée de la mesure des
variables de diffusion n’a pas encore pu étre déter-
minée. Les auteurs de cette revue pensent que |'ima-
gerie de diffusion pourrait avoir sa place comme
outil d’évaluation pour caractériser aux stades pre-
coces de la maladie les anomalies d’orientation et
d’organisation des fibres musculaires dystrophiques.

e L’analyse de texture d’'images

L’analyse de texture est un domaine de recherche
en soi, une niche pour spécialistes qui n’a eu jusqu’a
présent que peu d’impact sur la caractérisation du
tissu musculaire pathologique. La fraction graisseuse
et les changements du T2 sont des biomarqueurs
sensibles mais pas du tout spécifiques des maladies
ou des mécanismes pathologiques sous-jacents. Il est
cependant concevable que de I'information supple-
mentaire, sous forme de subtils motifs dans la dis-
tribution des intensités du signal de certains muscles,
imperceptible a I'ceil humain, soit révélée au filtre
d’algorithmes d’analyse de texture.

Des mécanismes pathologiques complexes intervien-
nent dans un muscle dystrophique, causant une
désorganisation progressive des tissus. Cette perte
de structure musculaire normale semble se traduire
par une dispersion inhabituelle de I'intensité du signal
RMN. L’hétérogénéité du signal dans un muscle dys-
trophique fut remarquée en premier dans le myo-
carde hypertrophié et défaillant d'un modéle de
hamster pour la gamma-sarcoglycanopathie (Parzy
et al. 2007). Des fluctuations du signal anormale-
ment importantes mises en évidence par un coeffi-
cient de variation plus élevé pourraient étre considé-
rées comme une anomalie de texture d’ordre zéro
avec une distribution spatiale aléatoire. Des observa-
tions similaires furent rapportées dans le muscle
squelettique de chiens GRMD (Thibaud et al. 2012)
et d’enfants Duchenne (Arpan et al. 2013 ; Wary
et al. 2015a). Comme mentionné plus avant, ces
observations pourraient refléter, au moins en partie,
I’existence d'une fibrose musculaire, qui constitue un
élement non négligeable de la désorganisation du
muscle dystrophique. A un degré moindre, le vieillis-
sement normal est associé a une augmentation faible
mais significative de I'hétérogéneéité du signal du
muscle (Azzabou et al. 2015a), suggérant une bonne
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sensibilité de cet indicateur. Il est intéressant de noter
que I'imagerie pondérée T2 combinée a des algo-
rithmes d’analyse de texture simples permirent de
discriminer des dystrophies musculaires liées a diffé-
rentes mutations génétiques chez des modéles de
souris (Martins-Bach et al. 2015).

Les images de muscle des patient atteints de myopa-
thies centronucléaires héréditaires semblent pré-
senter une texture particuliére, déja relevée a l'ins-
pection visuelle (R.Y. Carlier, communication
personnelle). Un groupe de travail a été mis en place
au sein de 'action MyoMRI (www.myo-mri.eu) de la
Coopération Européenne en Science et Techno-
logie (COST), avec pour objectif précis d’identifier
les motifs texturaux anormaux qui pourraient étre
présents dans les myopathies dystrophiques et héré-
ditaires. Des résultats positifs ont déja été obtenus a
partir d’images de chiens GRMD (Certaines et al.
2015 ; Lerski et al. 2015). Dans cette étude, il fut
montré que les matrices de co-occurrence sont des
descripteurs de la texture locale plus efficaces que
des indices basés sur des moments, des matrices de
longueurs ou une mesure de I'anisotropie locale. Des
résultats similaires furent relevés dans d’autres essais
d’analyse de texture d’'images RMN (Brown et al.
2015). Il faut souligner que les matrices de co-occur-
rence sont sensibles au nombre et a la taille des
voxels acquis. Cette observation se révéla particulie-
rement problématique dans I'étude mentionnée ci-
avant. La valeur ajoutée de I'analyse de texture pour
la caractérisation des anormalités du muscle squelet-
tique au cours du temps reste a déterminer.
L’extréme dépendance des résultats de I'analyse de
texture aux paramétres d’acquisition et aux particu-
larités des plateformes demeure un obstacle a son
utilisation dans des essais multi-centres. Il suffit de
mentionner I'impact de la résolution spatiale sur la
texture dont I'apparence sera radicalement modifiée
en fonction de la taille du voxel : trop grande et la
texture pourrait tout simplement disparaitre, trop
petite et 'augmentation du niveau de bruit pourrait
la masquer. Un contrdle rigoureux et une harmoni-
sation des paramétres d’acquisition seront un préa-
lable indispensable a tout usage futur de I'analyse de
texture comme outil d’évaluation.

Les développements techniques récents

et leur impact sur 'usage de la RMN
comme outil d’évaluation

L’imagerie du muscle, en particulier par RMN, est
de plus en plus utilisee comme outil d’évaluation
dans les essais cliniques. C’est une discipline encore
relativement jeune, ayant certainement un grand
potentiel, mais qui doit encore se développer, et ceci
dans plusieurs directions. 1l est prioritaire d’élargir

I'offre d’outils disponibles pour caractériser plus pré-
cisément les muscles normaux et pathologiques. Un
certain nombre d’options importantes furent pré-
sentées dans les paragraphes précédents. Les pro-
tocoles dédiés a I'étude de muscles spécifiques, en
particulier dans les zones situées dans la profondeur
des tissus, va aussi gagner en importance. Trés peu
de travaux ont jusqu’a présent été consacrés a I'éva-
luation de la structure et la composition in-vivo du
diaphragme (Thibaud et al. 2013). La conformation
anatomique ainsi que le mouvement respiratoire
compliquent I'étude du diaphragme, mais son role
fonctionnel et son implication dans de nombreuses
maladies justifient ces efforts (Mead et al. 2014). Un
autre exemple, parmi une multitude : la thérapie cel-
lulaire de patients atteints de dystrophie musculaire
oculo-pharyngée (Périé et al. 2014). Une imagerie
de haute résolution des muscles laryngés injectés
avec des myoblastes homologues pourrait permettre
de suivre, sinon directement les cellules thérapeuti-
ques éventuellement marquées avec un agent de
contraste, tout au moins leur impact éventuel sur la
progression des lésions dégénératives.

La quantité d’information additionnelle sur la struc-
ture et la fonction du muscle que la RMN sera
capable de fournir dans le futur, et qu’elle est déja
largement capable de générer, ainsi que la multipli-
cité des sites anatomiques a étudier aménent une
difficulté majeure : le temps nécessaire a la réalisa-
tion de ces mesures. Le probléeme est double : a la
fois économique, au travers du colt accru de
I'examen, et pratique ainsi qu’éthique, de par I’obli-
gation pour les patients d’avoir a supporter des
acquisitions de plus d’'une heure. Ce dernier aspect
est particulierement pénalisant en pédiatrie. Afin de
limiter le temps d’acquisition, des efforts considéra-
bles ont été consacrés, et continueront de I'étre, vers
1) une accélération des acquisitions, 2) une collecte
simultanée de plusieurs variables RMN et d’autant
de potentiels biomarqueurs au cours d’'une acquisi-
tion unique. Ces deux objectifs peuvent étre pour-
suivis conjointement dans de nombreux cas.

¢ Des acquisitions plus rapides

Pour accélérer l'étape d’acquisition, I'imagerie
paralléle utilise I'information spatiale capturée par
des maillages d’antennes réceptrices, ce qui permet
de diminuer le nombre de lignes du plan de Fourier
a acquérir et ainsi de réduire d’autant le temps
d’acquisition. Divers scénarios d'imagerie parallele
ont été proposés depuis presque deux décennies
(Pruessmann et al. 1999 ; Griswold et al. 2002 ;
Deshmane et al. 2012) et sont couramment sinon
systématiquement mis en ceuvre. Plus récemment,
méme si cela remonte déja a dix ans, un nouveau
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concept a été introduit sous le nom d’acquisition
comprimée (compressed sensing) (Donoho 2006 ;
Lustig et al. 2008). Son principe est de tirer parti
de redondances spatiales ou temporelles présentes
dans certaines représentations de 1'objet sous-
jacent, ainsi que de lincohérence des artefacts
générés par un échantillonnage irrégulier, pour
éviter de remplir des pans entiers de la matrice
d’acquisition tout en reconstruisant une image avec
un minimum de perte de qualité. Ce principe a été
récemment appliqué a I'imagerie Dixon du muscle,
notamment sur des patients Becker, avec des fac-
teurs d’accélérations pouvant atteindre 6 par
comparaison aux techniques d’acquisition standard
(Hollingsworth etal. 2013b; Loughran etal.
2015). La combinaison de 'acquisition comprimée
avec un échantillonnage dit non-cartésien, radial par
exemple, permet d’atteindre des facteurs de 10 et
plus, avec pratiquement aucune perte de qualité
d’image (Feng et al. 2013).

Plus spécifiquement pour la cartographie T2, de nou-
velles stratégies d’acquisition ont été dérivées de
séquences utilisant la précession libre en régime sta-
tionnaire (SSFP) (Bieri et al. 2011, de Sousa et al.
2012, Heule et al. 2014). Une de ces approches uti-
lise la technique pSSFP proposée par Bieri et al. (Bieri
etal. 2011). Cette méthode permet de réaliser une
cartographie 3D, rapide et sélective, du T2 de 'eau du
muscle squelettique, et peut étre assez facilement
implémentée sur un imageur commercial (de Sousa
et al. 2012). Une nouvelle méthode de cartographie
T2 rapide utilisant la technique TESS a récemment été

Ily a une vingtaine d’années, I'acquisition entrelacée de signaux RMN d’imagerie et de
spectroscopie, provenant de plusieurs noyaux, a été mise au point sur des spectromeétres de
recherche et a permis des études originales du métabolisme de I’oxygéne musculaire, en
intégrant au cours d’un seul examen des données sur I’apport, I’extraction et la
consommation d’oxygeéne, par la mesure simultanée de la perfusion musculaire via le
marquage des spins artériels, de I'oxygénation intra-myocytaire via la spectroscopie 'H de la
désoxymyoglobine et de I'énergétique musculaire via la spectroscopie du 'P. Cette approche
peut maintenant étre mise en ceuvre sur des imageurs cliniques, ce qui devrait élargir le
champ d’applications et d’utilisations de cette technique originale.
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proposée pour diminuer la sensibilité au mouvement
qui affecte généralement les méthodes basées sur un
état stationnaire non-compensé, notamment la
pSSFP (Heule et al. 2014). La TESS-T2 est non-
seulement débarrassée de I'habituel biais T1/T2,
commun a toutes les méthodes mono-paramétriques a
état stationnaire, mais fait aussi preuve d’une grande
insensibilité aux inhomogénéités de champ B1. Ces
nouvelles méthodes sont bien entendu compatibles
avec les techniques d’imagerie paralléle et d’acquisi-
tion comprimée.

¢ Acquisitions simultanées de variables

L’idée d’acquérir plusieurs variables RMN d’intérét
en une seule séquence n’est pas nouvelle (Thulborn
etal. 1981 ; Eleff et al. 1988 ; Brillault-Salvat et al.
1997). C’est peut-étre avec la réalisation simultanée
d’une imagerie fonctionnelle de la perfusion et de
'oxygénation, ainsi que d'une spectroscopie dyna-
mique 'H et 3P qu’elle a été poussée le plus loin au
niveau musculaire (Duteil etal. 2004) (voir
Figure 14). Une telle approche fait gagner du temps,
elle autorise une analyse combinée de variables dyna-
miques qui n’aurait pas été possible si celles-ci avaient
été acquises séparément, ceci du fait de la difficulté
pour un sujet a reproduire plusieurs fois le méme
exercice musculaire. Il a été demontré que I'extrac-
tion d’oxygéne musculaire pouvait étre déduite de
tels protocoles fonctionnels d'imagerie et de spec-
troscopie multi-paramétriques (Carlier et al. 2005).
C’est a 'aide d’outils multi-paramétriques qu’il a été
identifié qu’une perfusion anormale contribuait & une
réduction de la capacité des oxydations phosphory-
lantes mitochondriales chez les patients atteints de
glycogénose de type Il (Wary et al. 2010).

Dans le domaine de la caractérisation tissulaire mus-
culaire, l'acquisition simultanée de cartographies
pour plusieurs variables est une direction promet-
teuse, toujours dans I'objectif d’accélérer les évalua-
tions quantitatives. Notre équipe a étudié la faisabi-
lité d’'une imagerie multi-paramétrique rapide, avec
des temps d’acquisition de 2 secondes par coupe.
Elle a permis de suivre les adaptations rapides du
muscle squelettique a divers stimuli physiologiques
et meétaboliques (de Sousa etal. 2011). Cette
séquence est constituée d’une impulsion d’inversion
suivie de I'acquisition de plusieurs images en régime
SSFF équilibré pendant que le signal s’approche
d’'un état stationnaire (Schmitt et al. 2004). Les
valeurs de T1, T2 et MO (la densité de protons rela-
tive) peuvent alors étre déduites d’'une régression
mono-exponentielle a trois paramétres sur la série
d’'images. La trajectoire du signal en IR-bSSFP peut
étre modeélisée plus préciséement a partir des équa-
tions de Bloch ou du formalisme EPG afin de
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prendre en compte certaines erreurs d’instrumenta-
tion (les inhomogénéités de B1+ et BO, I'efficacité
d’inversion et les profils de coupes non-idéaux)
(Hennig et al. 2004 ; Weigel 2014 ; Marty et al.
2015) et la composition des tissus (les composantes
eau/graisse).

Les cartographies de fraction graisseuse et de T2
sont les deux biomarqueurs RMN les plus matures
et s’affirment comme les plus utiles pour les études
musculaires. Parvenir a extraire d'une méme
séquence l'information nécessaire a la création de
cartographies de fraction graisseuse et de T2 repré-
sentera un gain de temps considérable.

Une méthode appelée IDEAL-CPMG, combinant
I'algorithme IDEAL avec une séquence de Carr-Pur-
cell-Meiboom-Gill a récemment été proposée
(Janiczek et al. 2011). Les images produites sont
séparées en eau et graisse pour chaque écho. On
procéde ensuite a une régression exponentielle sur
chaque décroissance pour quantifier le T2 de I'eau
et celui de la graisse. La fraction graisseuse est cal-
culée a partir des images en densité de proton de
I'eau et de la graisse obtenues via la méthode de
reconstruction IDEAL. Néanmoins, des formes
d’'impulsion RF imparfaites et un champ RF inho-
mogene peuvent donner lieu a la génération d’échos
stimulés et rendre I'estimation du T2 trés incertaine
avec des modéles purement exponentiels. De plus,
la conception de cette séquence d’impulsions

= jmages muls-TE spin-echo (MESWE) de dépan

*  images et cartographies construftes § partic des images MSME

Figure 15

Les deux principaux biomarqueurs RMN musculaires, le pourcentage de graisse et le T2 de
I’eau musculaire peuvent étre calculés a partir d’'une seule série d’images en écho de spin qui
couvre une gamme de TEs. Dans I’extraction des données, il est possible de prendre en
compte les inhomogénéités de champ radio-fréquence. Cette approche, basée exclusivement
sur une optimisation du post-processing, permet de réduire trés significativement la durée
d’un examen puisqu’elle fait I’économie d’une imagerie eau-graisse complémentaire, tout en
ne demandant que la mise en ceuvre d’une séquence standard, disponible sur tous les

imageurs.
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impose l'utilisation d’'une large bande passante de
lecture, ce qui abaisse le rapport signal sur bruit des
images produites.

Une autre approche pour mesurer simultanément le
T2 de I'eau et la fraction graisseuse est de procéder
a une régression multi-composante sur la séquence
standard MSME en tirant partie des différences de
relaxations T1 et T2 entre les protons de I'eau et de
la graisse. Des modéles exponentiels peuvent étre
utilises pour décrire la décroissance du signal
MSME, comme dans les travaux d’Azzabou et al.
(Azzabou et al. 2015). Derniérement, notre équipe
a proposeé d’utiliser uniquement la sequence MSME
et une régression de modéles a base d’EPG pour
extraire simultanément la fraction de graisse et le
T2 de l'eau (Marty et al. 2016). La validation de
cette approche par rapport a des acquisitions sépa-
rées est en cours et, espérons-le, justifiera son implé-
mentation dans des protocoles en permettant une
réduction du temps d’acquisition d’environ 50 %
(voir Figure 15).

Conclusions

En dépit de colts élevés, de I'impossibilité d’inter-
venir au lit du patient, d’une technologie complexe
élevée et d’une interprétation parfois ardue, le role
de I'imagerie et la spectroscopie par RMN comme
outil d’évaluation s’affirme progressivement dans les
études musculaires. S’il parait accuser un retard par
rapport a la contribution de I'imagerie dans I'évalua-
tion d’autres organes, tels que le cerveau, c’est le
résultat d’'une plus faible incidence des pathologies
musculaires, d’'un accés limité aux imageurs et du
manque de perspectives thérapeutiques, ces deux
derniers obstacles sont progressivement en train
d’étre levés. Les cartographies paramétriques de la
fraction graisseuse et du T2 fournissent des mesures
atraumatiques et quantitatives, respectivement des
lésions dégénératives du muscle squelettique et de
I'activité de la maladie. Ils sont de loin les deux bio-
marqueurs RMN les plus utilisés dans les protocoles
musculaires. En dépit des limitations et contraintes
mentionnées plus haut, la valeur ajoutée d’une telle
caractérisation a conduit progressivement a l'inté-
gration quasi systématique de I'imagerie RMN
comme outil d’évaluation dans les essais cliniques
récents. Les développements actuels visent a rac-
courcir les séquences d’acquisitions et a collecter en
meéme temps fraction graisseuse et T2, et vont consi-
dérablement diminuer le temps d’examen. Leur
implémentation dans des protocoles multicentriques
est attendue dans les prochains mois et années, et va
grandement améliorer la compliance des patients,
notamment pédiatriques, a ce type d’examen. Accé-
lerer les acquisitions des cartographies de fraction
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graisseuse et de T2 pourra aussi dégager du temps
pour inclure la mesure d’autres biomarqueurs dans
des protocoles cliniques, comme par exemple le
contenu en phospho-diesters par spectroscopie du
31P| la perfusion musculaire par marquage de spins
artériels et/ou la fibrose interstitielle avec des
sequences UTE. Explorer les muscles squelettiques,
superficiels ou profonds, et caractériser I'anatomie,
la structure, la biochimie et la fonction du muscle de
facon atraumatique, et potentiellement simultané-
ment, sont spécifiques a la RMN. Grace aux innova-
tions technologiques sans cesse introduites, ces pro-
priétés devraient, dans un futur proche, étre de plus
en plus exploitées dans des contextes cliniques et
viendront renforcer le role de la RMN comme outil
d’évaluation dans les essais thérapeutiques sur le
muscle squelettique.

Abstract

Recent years have seen tremendous progress
towards therapy of many previously incurable neu-
romuscular diseases. This new context has acted
as a driving force for the development of novel
non-invasive outcome measures. These can be
organized in three main categories: functional
tools, fluid biomarkers and imagery. In the latest
category, nuclear magnetic resonance imaging
(NMRI) offers a considerable range of possibilities
for the characterization of skeletal muscle compo-
sition, function and metabolism. Nowadays, three
NMR outcome measures are frequently integrated
in clinical research protocols. They are: 1/ the
muscle cross sectional area or volume, 2/ the per-
centage of intramuscular fat and 3/ the water T2
maps, which quantity muscle trophicity, chronic
fatty degenerative changes and edema (or more
broadly, “disease activity”), respectively. A fourth
biomarker, the contractile tissue volume is easily
derived from the first two ones. The fat fraction
maps most often acquired with Dixon sequences
have proven their capability to detect small
changes in muscle composition and have repea-
tedly shown superior sensitivity over standard
functional evaluation. This outcome measure will
more than likely be the first of the series to be
validated as an endpoint by regulatory agencies.
The versatility of contrast generated by NMR has
opened many additional possibilities for characte-
rization of the skeletal muscle and will result in the
proposal of more NMR biomarkers. Ultra-short TE
(UTE) sequences, late gadolinium enhancement
and NMR elastography are being investigated as
candidates to evaluate skeletal muscle interstitial
fibrosis. Many options exist to measure muscle
perfusion and oxygenation by NMR. Texture ana-
lysis algorithms could generate complementary
information on muscle organization at a

mesoscopic scale. ' P NMR spectroscopy is the
reference technique to asses muscle energetics
non-invasively during and after exercise. In dystro-
phic muscle, 3P NMR spectrum at rest is pro-
foundly perturbed, and several resonances inform
on cell membrane integrity. Considerable efforts
are being directed towards acceleration of image
acquisitions using a variety of approaches, from
the extraction of fat content and water T2 maps
from one single acquisition to partial matrices
acquisition schemes. Spectacular decreases in exa-
mination time are expected in the near future.
They will reinforce the attractiveness of imaging
outcome measures and will further facilitate their
integration in clinical research trials.

Kevy words : magnetic resonance imaging - MRI -
magnetic resonance spectroscopy - outcome measure -
clinical trials

Skeletal muscle quantitative nuclear magnetic reso-
nance imaging and spectroscopy as an outcome mea-
sure for clinical trials
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(Génétique

Des mutations perte de fonction de SCN4A
causent une hypokinésie feetale sévére
ou une myopathie congénitale « classique »

Valérie Allamand

Résumé

Les myopathies congénitales (MC) sont un groupe
de maladies du muscle, hétérogénes cliniquement et
génétiquement, caractérisées par une hypotonie et
une faiblesse musculaire congénitale ou de début
précoce, associées a des anomalies spécifiques sur
la biopsie musculaire. Les présentations cliniques
vont de l'akinésie fcetale, entrainant une mortalité
in utero ou néonatale, a des formes moins séveéres.
Dans la derniére décennie, plus de 20 nouveaux
génes de MC ont été identifiés, codant majoritaire-
ment des protéines impliquées dans la contraction
musculaire ; cependant, des mutations de génes
codant des canaux ioniques sont maintenant recon-
nues comme cause de MC. Le géne SCN4A code
la sous-unité o du canal sodium voltage-dépendant
(Navl.4) exprimé dans le muscle squelettique. Ce
canal est essentiel pour la génération et la propaga-
tion du potentiel d’action dont dépend la contrac-
tion musculaire. Des mutations gain de fonction du
géne SCN4A sont responsables de myotonie et de
paralysie périodique. Par séquencage d’exome
entier, les auteurs ont identifié des mutations homo-
zygotes et hétérozygotes composites dans le géne
SCN4A chez une cohorte de 11 individus atteints
de MC, issus de 6 familles non apparentées. Les
patients développent une faiblesse musculaire in
utero ou néonatale de sévérité variable. Dans 7 cas,
la faiblesse musculaire sévére a entrainé la mort dans
le 3° trimestre de vie ou peu aprés la naissance. Les
4 cas restant présentaient une hypotonie congéni-
tale ou néonatale et une faiblesse touchant aussi le
visage et le cou, des difficultés de déglutition et de
respiration néonatales importantes, ainsi que des
déeformations du rachis dans I'enfance. Les 4 mem-
bres survivants s'étaient améliorés cliniquement
dans la premiére décade de vie. Les biopsies mus-
culaires ont montré des caractéristiques de myopa-
thie dont une variabilité de la taille des fibres, une
présence de tissu fibrotique et graisseux de sévérité
variable, sans anomalies structurales spécifiques.
L’analyse électrophysiologique a suggéré un pro-
cessus myopathique, sans myotonie. L’étude fonc-
tionnelle in vitro de I'impact des mutations SCN4A
sur des cellules HEK293 a démontré la perte de
fonction des canaux mutants Navl.4. Toutes les
mutations, sauf une, abolissent totalement la

fonction des canaux, ou réduisent leur activité.
Chaque patient porte au moins une mutation perte
de fonction. Dans 5 des 6 familles, une seconde
mutation perte de fonction était présente sur l'autre
allele. Ces résultats fonctionnels contribuent a éta-
blir la pathogénicité des mutations identifiées et sug-
gérent que des degrés différents de perte de fonction
des canaux mutants Nav1.4 sont associés a une atté-
nuation de I'amplitude du potentiel d’action muscu-
laire ne permettant plus la fonction musculaire nor-
male. L’ensemble des données présentées ici
démontrent que des mutations récessives perte de
fonction du géne SCN4A doivent étre prises en
considération chez des patients atteints de myopa-
thie congénitale.

Commentaire

Chez les mammiféres, la famille des canaux sodi-
ques dépendant du voltage (Nav) comprend
10 membres. Navl.4, codé par le géne SCN4A, est
la sous-unité formant le pore du canal, exprimé de
facon prépondérante dans le muscle squelettique ; a
ce titre, elle joue donc un réle majeur dans le déclen-
chement de la contraction musculaire. Ce canal est
d’ailleurs trés fortement enrichi a la jonction neuro-
musculaire.

Depuis le début des années 2000, de nombreuses
mutations du géne SCN4A ont été impliquées dans
différentes atteintes musculaires : myotonie (défaut
de relaxation aprés contraction volontaire) de séve-
rite variable, paralysie périodique. Les mutations
rapportées sont héritées de facon autosomique
dominante, changent des acides aminés ponctuels
(mutations faux-sens). Leur pathogeénicité résulte
d’un gain de fonction.

L’étude présentée ici [1] identifie donc SCN4A
comme le 26°géne impliqué dans de nouvelles
formes de myopathies congénitales, et le second
codant un canal ionique (le premier étant un canal
calcique). Un séquencage d’exome (séquences
codantes) a conduit a I'identification des 2 premiéres
mutations dans une famille, et une collaboration
internationale a permis la détection de nouvelles
mutations chez 10 patients additionnels issus de
5 familles. Les mutations du géne SCN4A identi-
fiees sont récessives, affectent différentes régions de
la protéine et conduisent a une perte de fonction du
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canal, totale ou partielle. Cette non-fonctionnalité
du canal a été démontrée in vitro, par des études
d’électrophysiologie des courants sodiques en pré-
sence du canal muté. Il est a noter que les 3 patients
portant une mutation homozygote entrainant une
perte de fonction totale de Navl.4 présentent un
phénotype particuliérement sévére et létal.

Cette étude apporte donc de nouvelles données
intéressantes sur les conséquences des mutations
du géne SCN4A et élargit a la fois le spectre des
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phénotypes associés, et des causes de myopathies
congénitales.

En complément de lecture, je recommande la trés
bonne revue de Cannon [2] présentant les différents
defauts d’excitabilite musculaire dus a des « canalo-
pathies ».

Genetics
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Préclinique

L'importance du diagnostic génétique pour la dystrophie

musculaire de Duchenne

Dominique Mornet

Résumé

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) et la
dystrophie musculaire de Becker sont causées par
des mutations du géne DMD codant la dystrophine.
Les grands réarrangements du géne de type déle-
tions et/ou duplications sont les mutations les plus
communes, méme si des mutations ponctuelles exis-
tent également. Selon les recommandations
publiées, il est important d’avoir un diagnostic exact
pour l'accés a une prise en charge adaptée des
patients et pour le planning familial. Avec I'émer-
gence des thérapies mutation-spécifiques, un dia-
gnostic moléculaire précis est maintenant également
important pour évaluer si les patients sont éligibles
pour ces traitements. Cette revue discute des diffe-
rentes mutations DMD, des techniques diagnosti-
ques disponibles pour faire un diagnostic génétique
a des enfants suspectés d’étre atteints de DMD et
I'importance d’avoir un diagnostic génétique spéci-
fique dans le contexte des thérapies génétiques
émergentes pour la dystrophie musculaire de
Duchenne [1].

Commentaire

Il est maintenant bien connu que le maintien de
I'intégrité de la fibre musculaire nécessite des pro-
téines situées au niveau du sarcolemme. Ces pro-
téines permettent un ancrage et une adhésion struc-
turellement fonctionnels avec les fibres voisines
conduisant & une cohésion au sein d’un muscle pour
la rendre capable de subir sans rupture les cycles de
contraction-relaxation. Mais du cdté interne cyto-
plasmique de la fibre musculaire, ou se situent les
filaments épais qui glissent sur les filaments fins a
I'origine des changements de volume de la fibre, des
connexions se produisent avec un ensemble de pro-
téines qui transmettent a la membrane de la fibre les
contractions. Au centre d’un tel ensemble, on trouve
une molécule essentielle, la dystrophine, qui va agir
comme un amortisseur lors de la contraction des
fibres musculaires.

La séquence primaire de la dystrophine constitua
ainsi le premier succés de la génétique inverse a
partir de son géne (DMD) localisé sur le chromo-
some sexuel X et qui occupe le locus p21. C’est une
séquence génomique qui couvre plus de 2,5 millions
de paires de bases (Mb), et la sequence codante qui
résulte seulement de 79 exons se traduit par un
ARN-messager de 14 kilobases (kb) [2]. 1l va alors

étre possible, résultant directement d’une altération
(mutation) de ce géne DMD, de diagnostiquer une
dystrophie musculaire héréditaire grave, avec une
atrophie musculaire progressive (dystrophie muscu-
laire de Duchenne, DMD). Une pathologie moins
sévére qui apparait souvent plus tardivement et
connait une progression plus lente (dystrophie mus-
culaire de Becker, BMD) peut également étre dia-
gnostiqueée.

C’est pourquoi, comme cela est présenté en détail
dans 'article en référence [1], méme si parfois dans
la littérature on trouve de nouvelles études qui pro-
posent un diagnostic prénatal non invasif des dys-
trophies musculaires de Duchenne et Becker en
développant par exemple un dosage haplotype [3],
il est important de suivre a la lumiére des récentes
connaissances un type de protocole bien standar-
disé en vue d'un diagnostic precis. Un rapide apercu
de ce protocole qui consiste en trois différentes
étapes a suivre est ainsi établi pour réaliser une
recherche standard d’'une mutation suspectée sur le
géne DMD.

Comme la majorité des mutations détectables est en
général obtenue avec la procédure dite par ligatures
multiplex dépendantes de diverses sondes d’ampli-
fication (MLPA, multiplex ligation-dependent
probe amplification) au niveau de ’ADN, cela sera
toujours la premiére étape a effectuer. Toutefois une
technique plus performante est également dispo-
nible [4] et conduit & une identification précise d'une
altération du géne DMD dans 92 % des cas).

Puis en seconde étape au vu du profil clinique un
séquencage ciblé d’exon(s) sera parfois directement
envisagé. Une mutation est détectée, la dystrophi-
nopathie est confirmée. Il faut alors suivre et utiliser
la nomenclature standard décrite sur le site du
génome humain Variation Society (http://www.
hgvs.org/mutnomen/), pour d’une part notifier le
profil porteur de la mére, et d’autre part inscrire le
site de mutation trouvé chez ce patient dans un
registre déedié.

Si ces procédures ne donnent pas de résultat pour
identifier une mutation, une troisiéme étape pourra
étre programmée avec une biopsie musculaire pour
évaluer si la dystrophine est bien localisée dans les
fibres musculaires (étude en Immunofluorescence
sur coupe musculaire et analyse de la distribution
totalement et/ou partiellement membranaire) et en
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estimer la quantité dans le tissu musculaire ainsi pré-
leve (étude selon la technique de Il'immuno-
empreinte sur extraits des protéines du muscle per-
mettant d’évaluer si la quantité de dystrophine
détectée est normale, anormale et/ou nulle). Selon
le résultat, la détection de dystrophine est totale-
ment normale et le diagnostic n’est pas une dystro-
phinopathie, la présence de dystrophine est altérée
(localisation et/ou quantité) et des études complé-
mentaires sont nécessaires. Il faut alors engager une
analyse de I'ARN pour tenter d’identifier la présence
éventuelle d'un exon cryptique en raison d'une
mutation intronique.

Cependant, méme si cette option n’est présentée
qu’en 3° choix par Aartsma-Rus et al. [5], la biopsie
est toujours informative. Elle al'avantage de proposer
un matériel susceptible de fournir une réponse rapide
sur la présence et/oul’absence de dystrophine dans le
muscle. De plus, la large panoplie d’anticorps spécifi-
ques actuellement disponible va permettre un

REFERENCES

dépistage preécis de la dystrophine (localisation et/ou
quantité) et donc fournir une aide précieuse pour
orienter une observation clinique vers un ciblage pré-
férentiel sur un ou plusieurs exons a séquencer.

En bilan de cette analyse, il s’avére important que
les patients soient identifiés le plus tot possible pour
examiner tous les traitements potentiellement effi-
caces au début de I'évolution de la maladie pour un
meilleur bénéfice. En moyenne, actuellement, les
patients sont en général diagnostiqués a 'age de
4.1 ans.

Pour conclure, ce travail indique qu’avec les nou-
velles thérapies génétiques qui font leur apparition,
on pourrait bientdt envisager d’offrir le dépistage
néonatal pour la DMD.

Preclinical studies
LIENS D’INTERET

L’auteur déclare n’avoir aucun lien d’intérét concernant les
données publiées dans cet article.

1. Aartsma-Rus A, Ginjaar IB, Bushby K. The importance of genetic diagnosis for Duchenne muscular dystrophy. J Med Genet

2016 ; 53 : 145-51.

2. Koenig M, Monaco AP, Kunkel LM. The complete sequence of dystrophin predicts a rod-shaped cytoskeletal protein. Cell 1988 ;

53:219-28.

3. Parks M, Court S, Cleary S, et al. Non-invasive prenatal diagnosis of Duchenne and Becker muscular dystrophies by relative
haplotype dosage. Prenat Diagn 2016 Jan 29. doi: 10.1002/pd.4781.

4. Okubo M, Minami N, Goto K, et al. Genetic diagnosis of Duchenne/Becker muscular dystrophy using next-generation sequencing :
validation analysis of DMD mutations. J Hum Genet 2016 Feb 25. doi: 10.1038/jhg.2016.7.

5. Aartsma-Rus A, Ginjaar IB, Bushby K. The importance of genetic diagnosis for Duchenne muscular dystrophy. J Med Genet

2016 ; 53 : 145-51.

Une stratégie de délétion CRISPR-Cas9 unique ciblant
la majorité des patients DMD rétablit la fonction
de la dystrophine dans les cellules musculaires dérivées

de cellules hiPS

Dominique Mornet

Résumé

Les mutations du géne DMD perturbent le cadre de
lecture, empéchent la traduction de la dystrophine,
et conduisent a la dystrophie musculaire de
Duchenne (DMD). Les auteurs décrivent ici une stra-
tegie CRISPR/Cas9 applicable a 60 % des patients
porteurs de mutations DMD. Ils ont appliqué cette
stratégie a des cellules dérivées de cellules hiPS de
patients DMD ou la délétion jusqu'a 725 kb du géne
et la jonction des extrémités non-homologues ont
réussi a remettre en phase le cadre de lecture du
géne DMD. A ce jour, ceci est la plus grande

délétion obtenue par la technique CRISPR/Cas9
pour le géne DMD. L'utilisation de cellules hiPS a
permis I'évaluation de la dystrophine dans des types
cellulaires appropriés de la maladie. Les cardiomyo-
cytes et les myotubes dérivés de lignes clonales hiPS
expriment une dystrophine corrigée. La dystrophine
portant cette délétion en phase est fonctionnelle
comme démontré in vitro et in vivo par 'améliora-
tion de I'intégrité membranaire et la restauration du
complexe des glycoprotéines lié a la dystrophine.
En outre, I'expression du micro ARN miR31 est
réduite aprés «rephasage» du cadre de lecture,
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comme cela est observé dans les dystrophies mus-
culaires de Becker. Ce travail demontre la faisabilité
de l'utilisation d’une seule paire CRISPR pour cor-
riger la phase de lecture pour une majorité de
patients DMD [1].

Commentaire

Dés 2002 [2], on trouve dans la littérature la des-
cription d’'une nouvelle méthode simple pour
dépister les mutations, délétions, duplications sous
le terme de MLPA (multiplex ligation probe ampli-
fication) au niveau d'un géne. Rapidement la
méthode est exploitée et parmi les génes cibles sera
abordée dix ans plus tard Iétude du géne DMD dont
le détail est donné dans le travail en référence [3]
C’est cette premiére étape qui va permettre, selon
le type d’altérations détectées au sein de la dystro-
phine, d’envisager une éventuelle thérapie génique
chez le patient atteint de dystrophinopathie. Mais
comme cette technique ne permet en fait de détecter
qu’environ 70 % des altérations sur le géne DMD,
il est récemment proposé d’utiliser une technique
plus performante [4], qui conduit & une identification
dans 92 % des cas).

Par ailleurs, dans le domaine de la régénération/
réparation d’'un tissu comme le tissu musculaire on
avait conscience de la présence des cellules satellites
que l'on considére comme les cellules souches du
muscle. Cependant, I'existence d’'un nouveau type
de cellules souches est par la suite révélée : les sou-
ches pluripotentes induites (iPS). Ces cellules se dis-
tinguent des cellules souches standards (ES) car elles
peuvent étre directement obtenues par transduction
transitoire avec un cocktail de facteurs de transcrip-
tion a partir des fibroblastes d’'un donneur [5].
Cette étape va en effet permettre I'isolement de cel-
lules iPS provenant d’'un patient, pour servir de
source précieuse dans I'étude de la maladie dont il
est affecté et/ou évaluer I'efficacité de divers médi-
caments. Néanmoins, de telles cellules peuvent éga-
lement étre utilisées pour une médecine régénéra-
tive. Cependant, l'absence d'une méthode de
modification génomique efficace a I'exception des
insertions de génes par des vecteurs viraux limita
dans un premier temps leur utilisation.
L’émergence de nouvelles technologies d’édition du
génome va alors grandement faciliter la possibilité
de corriger des altérations génomiques au niveau des
cellules iPS humaines comme l'indique avec une
nouvelle technique prometteuse récemment pro-
posée par Li et al. [6] Cette technique permet une

correction précise d’une altération génétique en uti-
lisant le systéme CRISPR-Cas9, et peut s’appliquer
chez 'homme a partir de la nouvelle source de cel-
lules souches dites induites iPS provenant d’un
patient donneur.

Dans les travaux présentés par Young et al. [1], les
auteurs démontrent et illustrent dans plusieurs
schémas récapitulatifs la possibilité d’utiliser une
unique paire de répétitions palindromiques courtes
réguliérement espacées de nucléotides en 'associant
a l'endonucléase Cas9 (CRISPR/Cas9) pour cor-
riger le cadre de lecture dans la majorité des cas de
pathologie DMD.

Une telle stratégie est applicable chez environ 60 %
de la population des patients atteints de dystrophi-
nopathie. Ce sera donc une stratégie personnalisée
puisqu’elle va tenir compte du type de mutation/
délétion que posséde le géne DMD du patient consi-
déré. Selon le type de délétion/mutation présent au
sein du muscle du patient DMD, il est possible, avec
le protocole suggéré par Young et al. [1], de sup-
primer en une seule étape une zone comprise entre
les exons45 et 55. La méthode va permettre
d’obtenir une dystrophine dont une portion interne
est absente et de réaliser une élimination personna-
lisée, par exemple de l'exon46 a 51, ou au
maximum une lecture directe sautant de 1’'exon 44
vers I'exon 56, comme cela a été observé avec la
détection d’une mini-dystrophine tronquée d’origine
naturelle chez un patient qui ne présentait qu'un
profil bénin d’une dystrophie musculaire de Becker
(BMD).

En outre, dans ce travail [1], les auteurs observent
une restauration d’'une dystrophine tronquée asso-
ciée avec le béta-dystroglycane in vivo aprés une
greffe de cellules musculaires dérivées de cellules
hiPSC appliquée chez le modeéle murin de la DMD.
Un schéma général récapitulatif des diverses étapes
mentionnées plus haut est proposé par les auteurs.
Il suggére qu'une application a ’homme pourrait-
étre prometteuse car elle conduira a une améliora-
tion de la qualité de vie du patient DMD vers le statut
moins sévere de patient BMD. Ajoutons qu’une telle
stratégie si elle est applicable dans le cadre de la
DMD elle peut s’appliquer efficacement dans le cas
de la FSHD [7].

Preclinical studies
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Clinique

Participer a un essai clinique dans la dystrophie

musculaire de Duchenne

Christian Réveillére

Résumé

Cette recherche vise a mieux comprendre le pro-
cessus de décision qui ameéne des parents a accepter
que leur enfant, atteint de dystrophie musculaire de
Duchenne (DMD), participe a un essai clinique [1].
L’étude aborde la question de la motivation des
parents, leurs attentes et espoirs. Le point de vue des
cliniciens investigateurs est également analysé.
L’étude est qualitative et rétrospective (patients inclus
dans un essai au cours des trois derniéres années). Elle
a été effectuée a partir d’'un entretien semi-structuré.
Effectifs

15 parents (13 méres et 2 péres, 15 enfants inclus
agés de 6 a 15 ans) ; 6 essais différents réalisés aux
Etats-Unis ou au Canada; 11 cliniciens investiga-
teurs impliqués.

Résultats

Le caracteére évolutif et létal de la maladie influe prin-
cipalement sur la décision qu’ont les parents de par-
ticipation de leur enfant & un essai ; avec a la fois
une attente forte et particuliere de bénéfice direct,
et une attente de moindre intensité de réussite glo-
bale de l'essai. Le niveau d’attente favorable est
éleveé et la possibilite d’'un échec trés peu envisagée
par les parents (le ratio avantages/risques est net-
tement en faveur des premiers). La prise de décision
est faite précocement car arrétée avant la consulta-
tion spécifique d’informations et de signature du
consentement éclairé. Cette prise de décision est
complexe lorsque I'enfant peut étre recruté dans plu-
sieurs essais. Faire partie d’'un essai a valeur de sou-
tien moral important pour les parents : augmenta-
tion de 'optimisme et du sentiment de contréle (étre
« actif et combatif » face a I'évolution de la maladie).
Les cliniciens disent avoir du mal a réfréner le niveau
d’attente élevé des parents comparé aux résultats
cliniques escomptés. Enfin, parents et cliniciens par-
tagent le méme point de vue quant a la lourdeur de
la démarche, ses délais et la complexité de la régle-
mentation.

REFERENCE

Commentaire

Alors que la démarche d’informations et d’accepta-
tion, formalisée par la signature du formulaire de
consentement éclairé, doit s’effectuer lors d’une
consultation avec le médecin investigateur, I'étude
montre que la décision des parents est prise bien
avant. Pour la DMD, elle repose essentiellement sur
la question de I'évolution et du pronostic vital.
L’espoir et la «vigilance scientifique » se mettent en
place trés précocement et créent un phénoméne,
parfois intense, d’attente, d’impatience voire
d’anxiété (« chaque mois qui passe, mon enfant est
moins susceptible d’étre en mesure de profiter de ce
meédicament » ; «il faut faire quelque chose avant
qu’il ne soit trop tard », notamment éviter la perte
de la marche...). D’ou une perception de lenteur,
lourdeur, complexité des différents étapes d'un essai
clinique. Alors que le niveau de compréhension par
les parents de la technique de I'essai est jugé bon
par les cliniciens, ceux-ci disent en revanche avoir
du mal a étre entendus sur les risques potentiels qu'il
comporte.

On peut enfin regretter que cette étude n’aborde pas
ce qui se passe du coté des attentes et interrogations
de I'enfant atteint, au moins du cété de I'information
a donner a l'enfant. Pour la France, «La loi du
9 aott 2004 relative a la politique de santé publique
impose (article 1.1122-2.-1) que l'enfant soit
informé selon ses capacités de compréhension. Si
son état et son age le permettent, il est consulté : en
cas de refus, son avis prime sur celui de ses parents »
(pour complément voir Repéres Savoir &
Comprendre, AFM-Téléthon : « Essais cliniques
et maladies neuromusculaires », février 2016).

Clinical research
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Potentiels évoqués vestibulaires myogéniques oculaires
(oVEMP) : un test diagnostique pour la myasthénie

auto-immune ?

Tuy Nga Brignol

Résumé

Une évaluation correcte des symptémes oculaires
est essentielle pour réduire le délai de diagnostic de
la myasthénie auto-immune (MG). Cependant, les
muscles extra-oculaires ne sont pas directement
accessibles par testing clinique.

Afin d’explorer si les potentiels évoqués vestibulaires
myogéniques oculaires (6VEMP pour ocular vesti-
bular evoked myogenic potentials) peuvent étre uti-
lisés pour détecter une diminution de l'activité des
muscles oculomoteurs dans la MG, une équipe aus-
tralienne a réalisé une étude incluant 27 patients
atteints de MG (dont 13 avec forme oculaire isolée et
14 avec forme généralisée) et 28 controles sains [1].

Les potentiels évoqueés vestibulaires sont déclenchés
par une stimulation vibratoire transcutanée a conduc-
tion osseuse, au niveau du front a la jonction cheveu/
peau. Pour mettre en évidence la fatigabilité de la
paupiére supérieure, il est demandé a chaque partici-
pant de regarder vers le haut de facon soutenue afin
de solliciter les muscles droits supérieurs et obliques
inférieurs des deux yeux. Deux électrodes d’enregis-
trement de surface sont placées sous les yeux pour
mesurer le signal EMG de surface des muscles obli-
ques inférieurs. Les auteurs ont évalué le décrément
de plus de 10 répétitions de stimulusa 3 Hz, 10 Hz et
20 Hz. La stimulation répétitive a 20 Hz a donné la
meilleure différenciation entre patients MG et sujets
contrdles, avec une sensibilité a 89 % et une spécifi-
cité de 64 % en décrément unilatéral de = 15,2 %.
En utilisant un décrément bilatéral = 20,4 %, le test
oVEMP a permis de diagnostiquer les patients MG
avec une spécificite de 100 %, mais une sensibilité
legérement reduite de 63 %. Pour les seuils, la sensi-
bilité est similaire dans les deux formes de MG ocu-
laire isolée et MG généralisée.

Cette étude fournit des preuves de classe IIl que le
test oVEMP permet de faire un examen direct et
non invasif de l'activité des muscles oculomoteurs,
avec une bonne sensibilitée diagnostique de MG.

Commentaire

La mise en évidence d’altérations de la transmission
neuromusculaire est un élément clé dans le

REFERENCES

diagnostic de la myasthénie. Les auteurs ont
combiné le test de Simpson (mise en évidence la
fatigabilité de la paupiére supérieure dans la MG en
demandant au malade de regarder vers le haut de
facon soutenue afin de solliciter les muscles droit
supérieur et oblique inférieur des deux yeux) a un
test d’exploration de l'oreille interne utilisé par les
ORL, les potentiels évoqués vestibulaires myogéni-
ques oculaires (0VEMP).

A I'origine, oVEMP a été concu pour évaluer la fonc-
tion des otolithes de I'oreille interne. Les auteurs ont
démontré I'utilité du test oVEMP pour détecter le
décrément de 'EMG de surface des muscles oculo-
moteurs, notamment du muscle oblique inférieur.
Comparé a d’autres tests, oVEMP serait un outil
unique en MG oculaire, car il permet de révéler
directement et de maniére non invasive la fatigabilité
pathognomonique des muscles extra-oculaires.

La myasthénie peut affecter I'un des six muscles
extra-oculaires. La fréquence de la participation de
chaque muscle extra-oculaire n’est pas bien établie
dans la littérature. D’aprés une récente étude [2]
comportant 30 patients ayant un diagnostic clinique
de myasthénie avec atteinte des muscles extra-ocu-
laires et diplopie, le muscle oblique inférieur a été
impliqué plus souvent que tout autre muscle
(63,3 %). Dix-huit (60 %) patients avaient un ptosis,
dont six (20 %) d’entre eux avaient un ptosis bila-
téral. Cependant, malgré I'importance du diagnostic
précoce, il est souvent retardé car I'implication des
muscles extra-oculaires peut mimer d’autres mala-
dies. Etant donné le large spectre des pathologies
des muscles extra-oculaires, toute atteinte de la moti-
lité oculaire acquise, avec ou sans ptosis, mais avec
un réflexe pupillaire normal, devrait faire suspecter
la MG. Le test oVEMP pourrait alors représenter un
outil de diagnostic prometteur pour la MG, en étant
couplé a un équipement standard EMG dans toute
unité d’électrophysiologie.

Clinical research
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Un nouvel Institut de Myologie en Floride

Gillian Butler-Browne

La mission de I'Institut de Myologie de I’'Université de Floride est de découvrir les causes et
la physiopathologie des maladies neuromusculaires, de mener des études précliniques
pour évaluer des thérapies innovantes, de conduire des essais cliniques pour ces maladies
et de réunir les chercheurs et cliniciens de I’'Université de Floride, mais aussi d’autres
institutions qui veulent comprendre les bases de la biologie et de la physiopathologie de

ces atteintes et développer des traitements.

L’Institut de Myologie de I'Université de Floride (UF)
a été créé il y a un an, et est actuellement dirigé par
le Dr H. Lee Sweeney, un chercheur de réputation
mondiale dans le domaine des maladies neuromus-
culaires (MNM). Les recherches du Dr Sweeney sont
principalement centrées sur les myosines,
« moteurs » moléculaires de la cellule musculaire, les
maladies cardiovasculaires d’origine génétique, les
aspects cardiaques et squelettiques des dystrophies
musculaires, ainsi que le développement de traite-
ments pour les MNM a l'aide de petites molécules.
L’Institut de Myologie de 'UF n’est pas regroupé
dans un seul batiment, mais il rassemble des cher-
cheurs répartis sur le campus de I'UF avec des indus-
tries privées et d’autres institutions dans le but de
créer un effort collaboratif

développement de la fibrose et I'infiltration grais-
seuse. Cette labellisation a été suivie en octobre
2015 par un soutien financier du NIH (National Ins-
titutes of Health) a hauteur de 10,76 millions de
dollars pour développer un projet multidisciplinaire
portant sur la dégénérescence musculaire en situa-
tion pathologique.
Une valeur ajoutée a cet Institut est sa proximité
avec les hopitaux locaux, 'école de médecine et
I'école vétérinaire. Les efforts sont actuellement
développés pour multiplier les essais cliniques pour
les dystrophies musculaires, et I'Institut développe
une expertise mondiale dans I'utilisation de I'IRM
dans le suivi des patients souffrant de Dystrophie
Musculaire de Duchenne (DMD). Ainsi, dans une
étude multicentrique financée

pour mieux comprendre et l l par une subvention du NIH de
traiter les MNM. Les activités MYO LDGY 7,5 millions de dollars dont

de l'lnstitut de Myologie de
I'UF concernent la recherche
fondamentale sur les muscles

Institute

UNIVERSITY of FLORIDA

I'investigateur principal est
Krista Vandenborne, les cher-
cheurs de 'UF ont montré

squelettiques, cardiaques et

lisses, et la recherche translationnelle impliquant des
modeles cellulaires et animaux des MNM et cardio-
vasculaires. L'Institut a pour mission de faciliter les
études et les essais cliniques dans ces domaines,
ainsi que d’assurer la formation, d’organiser des
conférences nationales et internationales dans ces
domaines, et enfin de mettre en place des plate-
formes performantes pour aider a accomplir ces
missions.

L’Institut comprend actuellement 33 chercheurs
confirmés, et a recruté récemment comme direc-
trice adjointe Karyn Essen, une chercheuse fonda-
mentale professeur de Physiologie et de Génomique
fonctionnelle. Au cours de sa premiére année d’exis-
tence, I'Institut est progressivement monté en puis-
sance avec la labellisation de « Senator Paul Wells-
tone Muscular Dystrophy Cooperative Research
Centre », et pour mission d’améliorer la régénéra-
tion dans les dystrophies musculaires en inhibant le

que la technologie IRM
permet des mesures précises et non invasives sur les
membres inférieurs des enfants souffrant de DMD.
L'IRM permet de suivre rapidement les effets de thé-
rapies innovantes dans les essais cliniques, permet-
tant ainsi aux chercheurs de détecter des change-
ments au niveau musculaire en seulement quelques
mois. Dans une nouvelle étude, les Drs Vanden-
borne, Sweeney, et Maren et d’autres membres de
I'équipe vont suivre la progression de la DMD chez
136 patients ayant déja participé a I’étude princeps
d’imagerie, et les chercheurs vont aussi tester I'effi-
cacité de I'lRM pour I'évaluation des membres supé-
rieurs. Si les résultats obtenus montrent une sensi-
bilité égale sur les membres supérieurs, cela
permettra d’accroitre de maniére significative le
nombre d’enfants DMD pouvant rentrer dans des
essais cliniques, souvent limités jusqu’alors a des
patients ambulants. Le but final de I'étude est de
développer I'imagerie par IRM comme biomarqueur
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pouvant étre utilisé chez des enfants non ambulants,
et donc d’accroitre les inclusions dans les études cli-
niques.

L'Institut de Myologie de I'Université de Floride,
bien qu’encore jeune, présente déja de nombreux
atouts pour devenir un acteur majeur dans la Myo-
logie internationale, et il a déja développé des
contacts avec d’autres Instituts internationaux : ainsi
des discussions fructueuses ont déja été menées avec

I'Institut de Myologie de la Pitié-Salpétriere, en
attendant la signature d’accords entre les tutelles qui
viendront formaliser cette coopération internatio-
nale au plus haut niveau scientifique.

A novel Myology Institute in Florida
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données publiées dans cet article.
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Partenariat France-Brésil

Vincent Mouly

Le Laboratoire International Associé (LIA) « Thérapie cellulaire et immunothérapie » a été
créé par I'Inserm et I’'Université Pierre et Marie Curie (UPMC) en France et la Fondation
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) et I'Université Fédérale de Rio de Janeiro (UFRJ) au Brésil
(2009-2016). Il réunit les expertises en immunologie et matrice extracellulaire des équipes
brésiliennes (W. Savino, . Riederer, F. Pinto-Mariz, C. Benjamim), et en maladies
neuromusculaires des équipes francaises (G. Butler-Browne, V. Mouly, O. Benveniste) et a
donné lieu a ce jour a trois theses, 11 publications, et un brevet (biomarqueur pour la

DMD).

Le LIA de Thérapie Cellulaire et Immunothérapie
est né dune forte collaboration existant entre
I'équipe de G. Butler-Browne du Centre de
Recherche en Myologie (CRM, UMRS 974, Institut
de Myologie, Paris) et celle de W. Savino a I'Institut
Oswaldo Cruz de la FIOCRUZ au Brésil. Initiale-
ment créé entre 'Inserm et la FIOCRUZ, il a tres
rapidement été reconnu aussi par I'UPMC, puis par
'UFRJ, et a recu des financements des programmes
CAPES-Cofecub, Inserm-FIOCRUZ et récemment
Ciencia sin Fronteras (Figure 1). Les deux parte-
naires ont choisi de travailler ensemble sur la migra-
tion des précurseurs musculaires humains et leur
interaction avec la matrice extracellulaire dans un
modeéle de xénogreffe qu’ils ont mis au point
ensemble avec le laboratoire de J. di Santo (Institut
Pasteur, Paris). Ils ont
ainsi montré I'importance
de la laminine pour ces
xénogreffes [1] et I'effet
d’'un choc thermique sur
I'efficacité de la greffe de
myoblastes [2]. La ciné-
tique de régénération des
précurseurs humains a été
établie [3], et le role que
jouent les macrophages
dans la régénération mus-
culaire a été étudié par un
étudiant en co-direction
[4]. Une étude d’expres-
sion de miARN a aussi été
réalisée au cours de la dif-
ferenciation des précur-
seurs humains [5]. Le
potentiel myogénique in
vivo de cellules souches
(AC133) a ete quantifie
in vivo (collaboration Y.

Figure 1
Une équipe du LIA avec G. Butler-Browne et V. Mouly (CRM), I. Riederer (Fiocruz), deux
étudiantes et deux post-doctorantes, dans le laboratoire de la FIOCRUZ a Rio-de-Janeiro.

Torrente, Rome, Italie) [6]. Enfin, les deux équipes
ont mis au point un modéle de souris immunodéfi-
cientes et déficientes en dystrophine (RAG/DMD).
Le partenariat initial, basé sur la confiance et I'amitié
réciproques, a été étendu a des équipes de 'UFRJ
(A. Pruffer-Araujo et F. Pinto-Mariz, C. Benjamim),
de la FIOCRUZ (A. Bonomo), du LNCC (pour Labo-
ratério Nacional de Computacdo Cientifica, A.T.
Ribeiro de Vasconcelos) et du CRM (O. Benveniste).
Ce partenariat a permis la mise en évidence d’'un
biomarqueur circulant, VLA-4, chez le chien GRMD
(collaboration Ecole nationale vétérinaire d’Alfort)
[7] et chez les patients DMD, prédictifs de I'évolution
de la maladie [8]. Ce biomarqueur a été breveté,
puisqu’il sera un instrument précieux pour la sélec-
tion de cohortes de patients et leur suivi au cours

’
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d’essais thérapeutiques innovants. Les projets
actuels concernent 'expression des différentes iso-
formes de laminine au cours de la différenciation
musculaire de précurseurs humains et au cours de
la régénération in vivo par une analyse globale des
transcrits humains dans les xénogreffes, particuliée-
rement ceux en relation avec la matrice extracellu-
laire. Les mémes approches seront appliquées pour
deétecter les modifications de la matrice extracellu-
laire en absence de dystrophine. Enfin, des expé-
riences de perturbation d’expression de ces iso-
formes (surexpression ou knock-down) sont aussi
prévues, ainsi que l'analyse d’une lignée immorta-
lisee dérivée d'un patient déficient en laminine
(mérosine). D’autres projets concernent I'implica-
tion potentielle des cellules dendritiques dans la
régénération, et 'étude de facteurs impliqués dans
des myopathies inflammatoires. Le projet concer-
nant le biomarqueur VLLA-4 sera étendu a I'étude du
ceeur dystrophique. Enfin, des essais d'induction de
tolérance immunologique par voie orale sont en
cours chez la souris.

Au-dela des projets communs et de la formation des
étudiants, principalement masters et doctorants, ce
LIA sert aussi de point d’ancrage pour le dévelop-
pement de coopérations franco-brésiliennes. Ainsi,
nous avons participé aux discussions fondatrices
concernant une coopération dans le cadre plus
général de la neurologie, avec la création future d’'un
Institut des Neurosciences & la FIOCRUZ. De méme,
des premiers contacts ont été récemment établis
entre I'Institut Universitaire du Cancer de 'UPMC
et des chercheurs de la FIOCRUZ, dans le cadre

d’'un nouveau développement brésilien dans ce
domaine, intitulé FIOCANCER. Nous espérons que
ce rdle de cristallisateur de notre LIA permettra le
développement de coopérations futures aussi fruc-
tueuses que celle que nous connaissons avec nos
collégues brésiliens dans le cadre du LIA.

France-Brazil partnership
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Excitation et crispations autour de CRISPR :
lorsque la réalité dépasse la science-fiction

Elation and crispations about CRISPR:
when truth is stranger than science-fiction

Jean-Claude Kaplan

C’est un clin d’ceil appuyé que le dinosaure émé-
rite vous adresse aujourd’hui. 1l est déclenché par
une percée méthodologique de premiére grandeur
qui bouleverse la donne en matiére de biologie fon-
damentale et appliquée, myologie comprise. Il
s’agit de CRISPR-Cas9, ce scalpel moléculaire qui
«fait le buzz» (Encadré 1). En fait, bien plus que
d’'une mode, il s’agit d’une véritable révolution, car
en permettant I'édition génomique (Encadré 2) cet
outil constitue un véritable saut qualitatif. A cet
égard, on peut l'assimiler a ce qu'ont représenté
les enzymes de restriction dans les années 1970 et
la PCR dans les années 1980. En effet, la
méthode CRISPR-Cas9 permet de modifier a
volonté et a I'endroit désiré la séquence de 'ADN
génomique de n’importe quel organisme, aussi
bien ex vivo qu'in vivo, avec une facilité décon-
certante et & un prix dérisoire. Elaboré par les bio-

Doudna il y a a peine 4 ans, le procédé a trés vite
suscité un intérét considérable, attesté par I'explo-
sion du rythme des publications, qui est passé de
29 articles par mois en 2013 a 115/mois en
2015, cadence encore doublée pendant le premier
trimestre 2016. Comme toute invention majeure,
la technologie CRISPR-Cas9 suscite non seule-
ment des espoirs mais des craintes, d’autant plus
mediatisés que les enjeux scientifiques et sociétaux
sont considérables.

Un engouement sans précédent
dans I’histoire de la biologie

e L’envol de CRISPR

Tres vite I'outil CRISPR-Cas9 - perfectionné par les
chercheurs de tous bords qui se sont engouffrés dans
la breche ouverte en 2012 par le tandem Emma-

logistes Emmanuelle Charpentier et Jennifer nuelle/Jennifer et ont fait assaut d’ingéniosité pour

1 CRISPR-Cas9 : ’acronyme et au-dela

o CRISPR est I'acronyme de Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, nom d’un motif présent
dans le génome des procaryotes. Cas est I'acronyme de CRISPR ASsociated gene et désigne une famille de génes
spécifiant des endonucléases bactériennes.

¢ Cibler/couper/recoller pour réparer, abolir voire créer :

L’outil CRISPR-Cas9 est un instrument forgé de toutes pieces par la main de 'Homme, en l'occurrence de deux
femmes, Emmanuelle Charpentier et Jennifer Doudna®?. En s'inspirant d'un mécanisme complexe d’immunité
adaptative des procaryotes contre I'invasion de leur génome par des séquences mobiles exogénes®*, elles ont concu
un dispositif ribonucléoprotéique d’édition génomique programmable comportant la protéine Cas9, une endonu-
cléase bactérienne qui joue le réle de ciseau coupant les deux brins de I’ADN cible, attelée & un ARN guide inspiré
du modele bactérien CRISPR auquel est ajoutée une séquence de 20 nucléotides complémentaires de la cible choisie™,
jouant le role de téte chercheuse ultra-spécifique. La protéine Cas9 est une piéce universelle disponible dans toutes
les quincailleries moléculaires, le segment d’ARN guide est aisément synthétisé a facon selon la cible que I'on veut
atteindre. Au niveau de la coupure, on peut enlever, rajouter, substituer, réparer, le rétablissement de la continuité

J Cl des deux brins étant assuré par les systémes de réparation endogénes™.

A K 1
Institut Cochin,
Faculté de Médecine
Paris-Descartes,
Paris, France

* Reposant sur une reconnaissance de type Watson-Crick (G/C, T/A).
** Le raboutage est approximatif dans le mode dit NHEJ (Non Homologous End Joining) qui introduit des micro-insertions ou
délétions (indels) mises a profit pour les manipulations invalidantes. Pour les manipulations correctrices, ou il faut obtenir une

Contact reconstitution parfaite au niveau des points de cassure, on doit mettre en jeu le mode HDR (Homology Directed Repair) qui nécessite
jeanclaude.kaplan@ la présence d’'une séquence modéle.
gmail.com

80 N° 13 JUIN 2016

DOI':10.1051/myolog/201613015

Les cahiers de myologie
Cet article est distribué sous licence « Creative Commons » : http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.fr/,
permettant une ré-utilisation du contenu sans restriction a condition de mentionner clairement la source.



Les cahiers de myologie

2 Pas de crispation terminologique autour du terme « édition » génomique

Les manipulations génomiques permises par CRISPR-Cas9 consistent a opérer ce que les Anglo-Saxons appellent
un genome editing. L’expression n’est pas traduisible littéralement en francais car le mot edition est un faux ami.
En anglais, il désigne la correction d’erreurs typographiques, orthographiques ou syntaxiques, avec, éventuellement,
améliorations ponctuelles du texte au sens ol on I'entend pour la révision d’un manuscrit ou d'un jeu d’épreuves
imprimées, ce qui est exactement le but recherché avec CRISPR-Cas9. En francais classique, « éditer » signifie publier,
ou faire paraitre un texte et éventuellement le diffuser. Parmi les équivalents linguistiquement corrects, les désigna-

tions « modifications ciblées du génome » ou « ingénierie du génome » ont la faveur de I’Académie de Médecine®.

5

En fait, il suffit de se reporter au Dictionnaire Historique de la Langue Francaise d’Alain Rey® qui avalise 'acception
anglaise, déja en vigueur dans le vocabulaire informatique francais, pour adopter une fois pour toutes et sans réticence

I'expression « édition génomique ».

I'améliorer”-%° -, s’est avéré efficace au-dela de

toute espérance. De plus, il est d’exécution facile et
son colt est dérisoire comparé a celui des autres
procédés de modification génomique ciblée (méga-
nucléases, protéines a doigt de Zn, effecteur trans-
activateurs de type TALEN) qui sont plus coliteux,
et moins efficaces!?. En I'espace de trois années, il
a été appliqué avec succés dans tous les domaines
de la génétique moléculaire et dans un nombre crois-
sant d’espéces, y compris chez H. sapiens. 1l est
apparu qu’on tenait la un outil d'une formidable
puissance utilisable en génomique fondamentale et
appliquée, en biomédecine, en biotechnologie. En
ce qui concerne 'Homme et les recherches biomé-
dicales, le premier acquis incontestable a été le pou-
voir de produire n’'importe quelle mutation ayant un
intérét médical dans le génome de n’importe quelle
espéce animale y compris les primates non-
humains, ceci aux fins d’élargir la panoplie des
modéles animaux expérimentaux!!. Par exemple,
en myologie, I'une des premiéres réalisations a
consisté a enrichir la palette des modéles animaux
de dystrophinopathie (rat'?, singe rhésus'3).

La méthode CRISPR-Cas9 a été trés vite utilisée a des
fins thérapeutiques et on a assisté a une explosion de
travaux visant a apporter des preuves de concept - les
POC du Clin d’ceil précédent * - laissant espérer que
I'édition génomique pourrait étre exploitée a des fins
médicales*>1%17 : (1) pour la correction in situ de
mutations pathogénes constitutionnelles (maladies
génétiques monogéniques) ou somatiques (cancers %) ;
(2) pour la destruction du génome d’agents infectieux
viraux (HIV'°, HBV®, HPV %) ; (3) pour I'élimination
des insectes vecteurs d’organismes pathogénes?.

¢ Quelques pépites dans la moisson de résultats
obtenus chez I’animal

Depuis l'article princeps [1], la plupart des
2 600 publications relatives & CRISPR visent a per-
fectionner la méthode et a démontrer que I'édition
génomique est opérationnelle dans des modéles
expérimentaux trés variés. Beaucoup moins vont au-
dela pour analyser les conséquences biologiques des

modifications introduites. Parmi les réalisations les
plus significatives dans le domaine biomédical voici
quelques exemples spectaculaires donnés dans
I'ordre chronologique :

- 2014 : obtention de réarrangements chromoso-
miques reproduisant des situations observées en
oncologie?® ;

- 2015 : élaboration de la méthode MCR (Muta-
genic Chain Reaction) ou une modification hétéro-
zygote agit en trans de maniére autocatalytique pour
obtenir 'homozygotie en court-circuitant la transmis-
sion mendélienne 2*. Ce procédé d’abord validé chez
la Drosophile a été appliqué chez I’Anophéle vecteur
de 'agent du paludisme. Il permettrait par un méca-
nisme appelé « gene drive »% d’éliminer compléte-
ment les espéces propageant des maladies parasi-
taires, et par exemple d’éradiquer le paludisme [22)].

- 2016 : 'année a commencé en fanfare avec les
premiers possibles succés thérapeutiques obtenus
par édition génomique post-natale de modéles ani-
maux aprés injection par voie systémique de I'outil
CRISPR-Cas9. Ces POC ont été apportées notam-
ment dans le modéle murin de tyrosinémie 2%, et chez
la souris mdx modéle murin de dystrophinopa-
thie2”-2829:39 Dans ce dernier cas, I’édition consistait
a faire sauter I'exon 23 du géne dmd porteur d’'une
mutation stop pour rétablir le cadre de lecture. Ici le
saut d’exon thérapeutique a lieu au niveau géno-
mique, c’est donc un exon snipping>! et non unexon
skipping lequel intervient au niveau de I'épissage *2.
L’effet thérapeutique est a priori pérenne dans les
myocytes post-mitotiques et une injection unique
devrait suffire *®. De plus, le génome des cellules satel-
lites semble étre accessible a I'édition [30].

¢ Une ambiance de ruée vers |'or

Une véritable course de vitesse s’est engagée entre
les laboratoires académiques renommeés, les grands
groupes pharmaceutiques. C’est a qui sera le pre-
mier a apporter sa POC, source d’espoirs thérapeu-
tiques, et, en attendant la premiére guérison, source
de prestige et de brevets. Les start-up fleurissent, les
capitaux affluent, Wall-Street est en effervescence.
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Cette ruée vers |'or s’explique par la rapide confirma-
tion expérimentale de l'efficacité de I'outil, tant a
I'échelle cellulaire qu’a 1'échelle de I'organisme
entier. Pourtant, dans cette frénésie, des sujets de
préoccupations se font jour dans le monde scienti-
fique et sont désormais sur la place publique.

Les crispations a propos de CRISPR

Elles se cristallisent autour d’un conflit de brevets et
de la question de I'édition du génome humain ger-
minal. Dans les deux cas, I'éthique est en jeu et le
retentissement médiatique est considérable 3*.

e Quia inventé CRISPR-Cas9 ?

Cette question a trait a la guerre des brevets qui
oppose les Universités de Vienne et de Californie-
Berkeley, tutelles des inventrices de la méthode
(Emmanuelle Charpentier et Jennifer Doudna), et
dont le brevet déposé en 2012 n’a pas encore été
octroyé, au Broad Institute Harvard/MIT auquel
appartient Feng Zhang, qui dans les mois ayant suivi
la publication princeps [1] a perfectionné I'outil en
I'appliquant avec succés a des eucaryotes (souris et
homme) et obtenu un brevet par une procédure
d’urgence. La bataille, qui ne met pas en jeu les cher-
cheurs mais leurs universités, seules détentrices des
droits potentiels, risque d’étre longue et acharnée car
ily ades milliards a la clé. Ces tensions qui défraient la
chronique 5%, ont été ravivées par un remarquable
article d’Eric Lander ¥, Directeur du Broad Institute,
et étoile de premiére grandeur dans I'univers de la
génétique moléculaire, ou il retrace en détail I'histo-
rique de l'invention de CRISPR-Cas9, mais d’une
facon biaisée avantageant son poulain. Il y a la un
conflit d’intérét non mentionné dans I'article, et cette
infraction a la déontologie des publications a valu a
son auteur une réprobation quasi-générale %39, Au-
dela des dollars, il y a naturellement un probléme de
prestige concernant les futurs lauréats du Prix Nobel.

¢ Lesrisques de dissémination

Il s’agit des risques inhérents aux expériences sur
I'animal visant a éradiquer par le mécanisme du
gene drive ([22] et note 25) une espéce jugée nui-
sible en relachant dans la nature des spécimens
«édités ». Il y a la un risque de bouleversement des
écosystémes, ce qui entraine une crispation bien
compréhensible de la part des scientifiques respon-
sables. Ceux-ci proposent d’approfondir la réflexion
et d’édicter des régles strictes d’encadrement %41,

e Le défi éthique de I'édition du génome
germinal humain

Chez I'animal, I’édition thérapeutique in vivo a été
expérimentée avec succés dans le génome somatique

Figure 1
Les deux héroines (E. Charpentier a gauche ; J. Doudna a
droite) de CRISPR-Cas9 lors de la remise du Prix 2016

I’Oréal-Unesco pour les Femmes et la Science (24 mars 2016).
© Fondation L'Oréal

post-natal et aussi dans le génome germinal (gaméte,
zygote, embryon) avec, dans ce cas, transmission a la
descendance *2.

En revanche, jusqu’a nouvel ordre, les expériences sur
embryons humains sont prohibées dans la plupart des
pays. C’est pourquoi les protocoles d’essais cliniques de
thérapie génique conventionnelle par transfert de géne
exigent d’exclure tout risque de contamination des
lignées germinales. Aussi, lorsque la révolution CRISPR
a fait son irruption, les seules éditions pratiquées sur du
matériel humain 'ont été ex vivo sur le génome soma-
tique de cellules en culture, et en particulier des cellules
souches pluripotentes induites (en anglais Induced plu-
ripotent stem cells ou hiPSC) #3445,

Or, le tabou du génome germinal humain a été trans-
gressé en Chine au printemps 2015 avec une expé-
rience d’édition du génome d’embryons humains
non viables et non suivie de réimplantation utérine, la
cible étant le géne de la béta-globine *®. Les résultats
ont été intéressants a deux titres : (1) en démontrant
une efficacité limitée (production de mosaique) et un
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manque de spécificitée (nombreux événements off-
target) ; (2) en mettant au premier plan les problémes
éthiques inhérents aux manipulations du génome
germinal humain, objectif d’ailleurs revendiqué par
les auteurs. Sur ce dernier point, le succés a été total
puisque la publication a soulevé une émotion consi-
dérable au niveau mondial*’. Dans une atmosphére
rappelant I’ére des débuts de la génétique moléculaire
des années 1970 avec le moratoire de Berg et la
conféerence d’Asilomar en 1975%, la communauté
scientifique a appelé & une réunion internationale
pour réfléechir aux inquiétantes potentialités de I'édi-
tion du génome germinal et, semble-t-il, pour la
bannir4-50:51:52.53 " Cette réunion a eu lieu a Was-
hington en décembre 2015, rassemblant autour des
inventeurs et utilisateurs de CRISPR des biologistes
de tous bords - dont Paul Berg et David Baltimore déja
présents a Asilomar exactement 40 ans plus tét -
ainsi que des juristes, des éthiciens et des représen-
tants de la société civile, y compris les usagers poten-
tiels, en provenance de nombreux pays. On y a
débattu des perspectives bénéfiques de I'edition
génomique germinale et réflechi aux aspects poten-
tiellement néfastes de ce genre de manipulation en
évoquant le spectre d’un retour a I’eugénisme devenu
moléculaire, voire méme d’une utilisation pour des
objectifs transhumanistes®. Dans sa résolution
finale®, 'assemblée a considéré que la seule justifica-
tion de I’édition génomique germinale dans I'espéce
humaine était d’ordre cognitif, avec pour objectif de
déchiffrer les mécanismes moléculaires mis en jeu
lors des premiéres divisions du zygote, et a condition
de ne pas le réimplanter dans un utérus préparé.
Toute édition germinale humaine a des fins reproduc-
tives était jugée « irresponsable » dans I'état actuel de
nos connaissances. Bertrand Jordan a judicieuse-
ment résumé ce point de vue en intitulant son article
«Feu orange pour la thérapie germinale ? »¢. En
attendant que le sujet mirisse, la communauté scien-
tifique internationale était conviée a continuer sa
réflexion en se réunissant périodiquement. La consé-
quence la plus importante de ce premier sommet a
été de réveiller les consciences dans les pays les plus
actifs dans le domaine de I'edition génomique (Etats-
Unis, Chine, Europe) ot le sujet a été sérieusement
abordé par les instances professionnelles. En France,
I’Académie de Médecine, apres une réflexion appro-
fondie avec audition de nombreux spécialistes, a
adopté en avril 2016 un rapport trés documenté sur
la question [5] comportant des recommandations
similaires a celles issues de la réunion de Washington.
Il'y est souligné en outre que si la legislation francaise,
avec notamment ses lois évolutives de Bioéthique, et
la vigilance active du comité consultatif national
d’éthique (CCNE) offrent déja une bonne protection

contre le meésusage de l'édition génomique chez
I'Homme, Ieffort de réflexion ne doit pas se relacher.
Enfin, dans les tout derniers jours du mois d’avril
2016, un deuxiéme sommet international post-Was-
hington s’est tenu a Paris, suivi d’'une réunion de
consensus®’.

Ce remue ménage n’a pas empéché la Chine d’aller
de l'avant et de pratiquer une seconde expérience
d’édition germinale dans des embryons humains non
viables, ciblant cette fois le géne codant le récepteur
CCRb5 pour y introduire la mutation conférant une
résistance au virus HIV%5%, Les résultats on éteé
décevants, prouvant que la technique était loin d’étre
maitrisée, et les auteurs concluent a la nécessité de
proscrire la pratique de I'édition génomique des
embryons tant qu’elle ne serait pas fiable...

Figure 2

Janus est le dieu romain des commencements et des fins, des
choix, du passage et des portes. Il a deux visages (bifrons), 'un
tourné vers I’avenir, ’autre vers le passé. Le symbole est ici
détourné pour représenter la dualité des réactions suscitées
par CRISPR : éclat prométhéen des lendemains qui

chantent/peurs cassandresques de lendemains incertains.

© Fubar Obfusco - Foto taken himself, upload to English wikipedia by Fubar Obfusco,
Domaine public, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=177247

Quelques commentaires depuis Sirius *°
Face au mélange d’enthousiasme et de crispations
suscités par la technique CRISPR, on ne peut ni
ne doit rester indifférent, car les enjeux sont
importants. Le sujet est tellement mouvant, et le
recul si faible qu’il parait vain de tenter une syn-
thése et a fortiori d’anticiper. Voici cependant
quelques réflexions que le sujet m’inspire en tant
que meédecin.

Les nucléases programmables de type CRISPR-
Cas9 représentent un instrument de recherches fon-
damentales incomparable. Il est perfectionné tous
les jours et appliqué a un nombre sans cesse crois-
sant de domaines. C’est la baguette magique qui fera
enfin parler le génome et I'épigénome humains, et
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par voie de conséquence le « pathome » et tous les
autres « omes » y compris le « pharmacome ».

- Concernant |'éditothérapie somatique, dont per-
sonne ne conteste la legitimité, il faut éviter de
retomber dans les errements de la thérapie génique
conventionnelle par transfert de géne [14] ot I'on a
commencé a crier victoire avant d’avoir mesuré et
surmonté les difficultées de I'entreprise. A la célébre
injonction de Stuart Orkin et Arno Motulski®! récla-
mant il y a déja plus de 20 ans less hype, more bio-
logy, je me permets d’ajouter aujourd hui a propos de
CRISPR « and more common sense ». En effet, le
fait de remplacer le transfert de géne par I'édition du
génome ne contourne en aucune facon les verrous
que représentent la vectorisation et I'adressage dans
un maximum de noyaux et dans les tissus ou organes
adéquats®?. C’est pour cela que, dans le domaine de
la myologie, les publications rapportant une édition
efficace du géne de la dystrophine (DMD) [27-30] ne
sont que des POC expérimentales et non des avan-
cées thérapeutiques immeédiatement applicables en
clinique ®®. Les avantages de I’édition génomique que
sont la correction in situ (donc régulée) et définitive
sont contrebalancés par la nécessité absolue de
réussir sans bavure (aucun impact off-target) et le
risque que comporte I'abandon du bistouri (I'endonu-
clease Cas9) dans le champ opératoire®® Or, les
meéthodes d’édition génomique en vigueur, méme
trés améliorées, sont encore loin d’offrir les garanties
de sécurité nécessaires ®>¢°. Le bon sens nous améne
a peser soigneusement les maladies qui pourraient
étre candidates a une éditothérapie. A priori, les
situations les plus favorables devraient étre les sui-
vantes : (l) édition suppressive : élimination de
séquences rétrovirales intégrées et pathogénes (VIH)
ou d’alléles avec gain de fonction dominants (mala-
dies a expansion de triplets comme la chorée de Hun-
tington) ; élimination de fusions géniques aboutissant
a un gain de fonction oncogénique (nombreux types
de leucémies, certains cancers) ; (2) édition restaura-
trice : les maladies génétiques affectant une protéine
catalytique (enzymes, facteurs de coagulation) ou le
seuil thérapeutique est trés bas [26]. En matiére de
myologie, rappelons que les structuropathies,
comme les dystrophinopathies, ont au contraire un
seuil thérapeutique élevé. En revanche, la dystrophie
facio-scapulo-humeérale (FSH), ot 'anomalie micro-
satellitaire entraine par voie épigénétique une dére-
pression ectopique de DUX4, parait étre un excellent
choix par ciblage de Cas9 vers son promoteur et
I'exon 197 ; (3) edition topique (rétine).

- Concernant I’éditothérapie germinale, nous
retombons dans le dilemme Cassandre versus

Prométhée déja évoqué dans un précédent Clin
d’ceil ®8. Ici aussi, le probléme est avant tout d’ordre
éthique puisque le savoir-faire progresse a une allure
vertigineuse. Or, le vertige n’est pas propice a une
réflexion éthique sereine. En permettant de faconner
a sa guise n’'importe quel génome, la méthode
CRISPR-Cas9 apparait comme une technologie de
rupture®. Si on songe qu’elle confére & I'Homme
une maitrise jusqu’alors réservée au tandem hasard/
nécessite’® ou pour les croyants monothéistes au
seul Créateur”!. elle apparait méme comme une
technologie de transgression capable de nous affran-
chir de la fatalité darwino-mendélienne. Je ne doute
pas que le sujet sera proposé au prochain bac philo
(voir a la fin de ce Clin d’ceil), mais, en attendant, on
aimerait se faire une philosophie en terme de pers-
pectives thérapeutiques. Que dire aux malades et a
leurs familles sachant que les Associations se sont
montrées plutdt réceptives aux manipulations du
génome embryonnaire 72 ?

¢ Entre le cauchemar de Jennifer et le réve

de George

Une maitrise de la maitrise est-elle envisageable ?
D’abord est-elle souhaitable ? Pour la plupart des
scientifiques, & commencer par les inventrices de la
méthode, la réponse est positive. C’est le point de
vue que l'on peut résumer par la formule « Le cau-
chemar de Jennifer »”3 qui récapitule les appréhen-
sions justifiant un encadrement. Pour d’autres, dont
le chef de file est George Church’*7° il faut avant
tout aller de I'avant, ne pas freiner le progrés, ne
pas bouder son plaisir heuristique et ses pulsions
entrepreneuriales’. Dans ce que jintitule « Le réve
de George », on promet ainsi d’utiliser CRISPR pour
éditer les embryons humains en leur conférant une
dizaine d’alléles protecteurs de pathologies cou-
rantes [74]. Entre ces deux points de vue contrasteés,
ici illustrés par une représentation de Janus bifrons,
il devrait y avoir place pour une édition génomique
bien tempérée’’. Mais plusieurs facteurs s’y oppo-
sent : loi du marché, ou pésera la pression combinée
des éditeurs cotés en Bourse et des commanditaires
demandeurs légitimes (les Associations de malades)
ou moins légitimes (parents en quéte de bébeé parfait
ou sur commande) ; incapacité des nations a adopter
une charte universelle ; impuissance des Comités
d’ethique pour lesquels il est plus facile d’interdire
les pratiques irréalisables, mais qui ensuite finissent
tot ou tard par céder. De toute facon, comme le fait
justement remarquer Jennifer Doudna’®, il est
impossible d’empécher une manipulation dés lors
que son faible colt et sa simplicité la mettent a la
portée de n'importe qui. D’ot le fantasme frankens-
teinien d’éditeurs clandestins a but inventif, lucratif,
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récréatif’°, voire criminel. En attendant, il ne serait

pas étonnant que des aventuriers de la science sans
conscience franchissent le pas, quelque part dans le
global village, en effectuant la réimplantation d’'un
embryon humain édité... « juste pour voir ». Ce serait
le dernier degré de la réification de I'individu puisque
les exemplaires défectueux seraient voués au pilon
comme il est d’'usage chez les éditeurs.

¢ Moralité en forme de sujet pour le bac philo
Commentez les citations suivantes et expliquez en
quoi elles se rapportent au débat actuel portant sur
CRISPR.

1. En 1838, Francois Arago, astronome, physicien
et homme politique francais, fait part de ses craintes
sur la naissance du chemin de fer.

« Les malheureux voyageurs sont transportés brus-
quement de la température extérieure dans I'atmo-
sphére glaciale des tunnels... J’affirme sans hésiter
que dans ce passage subit les personnes sujettes a
la transpiration seront incommodées, qu’elles

gagneront des fluxions de poitrine, des pleurésies...
Il est possible qu’'une machine locomotive éclate... ;
la, vous auriez a craindre les coups directs et les
coups reéfléchis ; 1a, vous auriez a craindre que la
volte ne s’éboulat sur vos tétes ! ».

Rapport d’Arago présenté au nom de la commis-
sion des chemins de fer lors de la premiére dis-
cussion générale a la Chambre, 1838.

2. « There may come a time when, ethically, we
can’t not do this. » (un jour viendra peut-étre ou on
ne pourra pas ne pas le faire), propos tenus lors du
premier colloque sur les incidences éthiques de
CRISPR organisé par J. Doudna en 2015 a Napa
Valley [73].

The Emeritus Dinosaur’s viewpoint
Elation and crispations about CRISPR: when
truth is stranger than science-fiction

LIENS D’INTERET
L’auteur regrette de n’avoir aucun lien d’intérét concernant les
données publiées dans cet article.

¢ Quelques sites web dédiés a CRISPR-Cas9 ou I'on trouvera d’excellentes revues générales
Nature genome editing outlook : http://www.nature.com/nature/outlook/genome-editing/
Nature special : http://www.nature.com/news/crispr-1.17547#/Special-sponsored-supplement

Science : http://www.sciencemag.org/tags/crispr

Cell : http://onlinedigeditions.com/publication/frame.php?i=223322&p=&pn=&ver=flex
The Scientist : http://www.the-scientist.com/articles.list/categoryNo/2625/category/The-Scientist/tagNo/6252/

tag/CRISPR-Cas/
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Symposium AFM-Téléthon/FILNEMUS

Quels nouveaux outils pour réduire l'errance diagnostique

en France ?

Paloma Moreno-Elgard, Carole André

Le 15 mars dernier, lors du congrés Myology 2016 a Lyon, s’est tenu le symposium
intitulé « Quels nouveaux outils pour réduire I'’errance diagnostique en France ? ».
Cent-vingt personnes impliquées dans le domaine du diagnostic y ont participé. Ce
symposium, co-organisé par I’AFM-Téléthon et la filiere de santé FILNEMUS, avait pour
modérateurs Christian Cottet (AFM-Téléthon), le Pr Nicolas Levy (CHU de Marseille) et le

Pr Jean Pouget (coordinateur de FILNEMUS).

Ce symposium avait pour objectif de rassembler des
cliniciens, des chercheurs et des responsables de
laboratoires de génétique afin d’échanger sur les

A cette occasion, le Pr Judith Melki (Inserm,
Universite Paris Sud) et le Dr Jocelyn Laporte
(IGBMC) ont présenté leurs travaux de recherche.
Ils ont exposé les avantages et les limites des nou-
velles techniques de séquencage (NGS, pour Next
Generation Sequencing) ainsi que des exemples de
patients pour lesquels ces techniques ont permis
d’aboutir a un diagnostic.

nouveaux outils permettant de réduire I'errance dia-
gnostique. La thématique principale portait sur la
géneétique moléculaire et les progrés du séquencage.

La voix des patients y a également été entendue
avec la présentation par Christophe Duguet
(AFM-Téléthon) des premiers résultats de I'enquéte
portée par I'AFM-Téléthon & destination des
malades atteints de maladies neuromusculaires sans
diagnostic précis. Parmi les enseignements de cette
enquéte, on peut noter que les malades (288 parti-
cipants) sont en errance en moyenne depuis plus de
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16 ans (25 % sont en errance depuis plus de 20 ans,
50 % sont en errance depuis plus de 10 ans). Ces
malades voient leurs projets personnels et familiaux
ainsi que leurs projets d’études et d’avenir profes-
sionnel fortement perturbés. Il est donc urgent de
mettre fin a cette errance.

Ces malades en errance de diagnostic nécessitent-ils un
suivi medical particulier ? Le Pr Jean-Christophe
Antoine (CHU de Saint-Etienne) a répondu a cette ques-
tion en présentant les spécificités cliniques de ce suivi.
Parmi les points forts de ce symposium, on peut
également noter la présentation faite par le Dr
Mireille Cossée (CHU de Montpellier) sur I'organi-
sation des laboratoires de diagnostic, soulignant
l'avancée des travaux actuellement menés par la
filiere FILNEMUS. En effet, la nécessité d’une réor-
ganisation suite a I'évolution des techniques de
séquencage a haut débit est aujourd’hui admise par
tous les professionnels du domaine et a conduit a
de nombreux travaux de restructuration actuelle-
ment en cours dans les différentes commissions de
la filiere. Ces travaux devraient mener, entre autre,
a de nouveaux arbres décisionnels pour le NGS ainsi
qu’a une nouvelle organisation nationale des labo-
ratoires de diagnostics génétiques. Par ailleurs,
comme l'a présenté le Pr Michel Vidaud (Hépital
Cochin), l'intégration du NGS dans la nouvelle
nomenclature des actes innovants devrait sécuriser
le financement de cette technique.

Enfin, ce symposium a été I'occasion d’évoquer les
perspectives et I'avenir du séquencage trés haut
débit (THD), sujet d’actualité puisque les conclusions
d’un rapport ministériel sur une plate-forme THD
en France étaient attendues dans les semaines sui-
vant le symposium.

En attendant ces conclusions, le Pr Thierry Frebourg
(Inserm, CHU de Rouen) a présenté sa vision quant a
I'apport de ces nouvelles techniques et a confirmé
qu'il restait encore de nombreux défis a relever. Parmi
ces défis, l'interprétation des variants géneétiques rares
sera un obstacle a franchir pour tous les spécialistes,
tout comme le stockage des données génétiques. Par
ailleurs, la démonstration de l'intérét médico-écono-
mique de ces techniques sera indispensable pour que
tous les patients puissent en bénéficier.

En définitive, I'indispensable amélioration du dia-
gnostic pour que celui-ci soit fiable et précis pour
tous implique la poursuite des efforts et des travaux
engagés et traduit, entre autre, la nécessité d’'un
3° Plan National Maladies Rares.

Symposium AFM-Telethon/Filnemus
Which new tools to reduce the time lapse for
obtaining an accurate diagnosis in France?

LIENS D’INTERET
Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét concernant
les données publiées dans cet article.

I-Motion : une plate-forme de pointe pour les
essais pédiatriques

L’Institut [-Motion (Institute of Muscle-Oriented Translational
Innovation) a ouvert ses portes a I'Hopital Trousseau dés juin 2015
et a été inauguré en février 2016. Cette plate-forme créée par
I'AFM-Téléthon, I'Assistance publique-Hépitaux de Paris (AP-HP),
I'Institut de Myologie et I'Université Pierre et Marie Curie (UPMC)
est dédiée aux essais cliniques pédiatriques dans les maladies neuro-
musculaires.

[-Motion a pour objectif de répondre aux nouveaux besoins créés
par I'émergence des essais pour enfants dans le domaine de la myo-
logie, dans un environnement adapté au sein d'un centre hospitalier
pédiatrique. Actuellement, 22 essais cliniques sont en cours ou en
préparation a I'Institut I-Motion, concernant une dizaine de maladies
neuromusculaires telles que la dystrophie musculaire de Duchenne,
I'amyotrophie spinale, la myopathie myotubulaire...

Test de la marche (© AFM-T:lkxnon/ Christophe Hargoues)
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Congres Myology 2016 : cinq jours d une rare

intensité

Tuy Nga Brignol, Gaélle Barrier, ]J. Andoni Urtizberea

La 5° édition du congrés international de Myologie organisée par I’AFM-Téléthon s’est
déroulée au Palais des congrés de Lyon, du 14 au 18 mars derniers, en présence des plus
grands experts mondiaux de la discipline. Un rassemblement marqué par des avancées
thérapeutiques pour les maladies neuromusculaires, la présentation des résultats d’essais
cliniques et les premiers enseignements tirés de ces essais.

AFMTELETHON 8

S INTERNATIONAL
CONGRESS

OF MYOLOGY

2016, March 14-18

LYON CONVENTION CENTRE
FRANCE

Cing ans apres le dernier congrés dédié a la myo-
logie ayant eu lieu a Lille en 2011, la nouvelle édi-
tion du congrés Myology a Lyon a rassemblé
982 participants (experts, chercheurs, patients,
industriels). Quelques chiffres clés: 420 posters,
10 séances pléniéres, 14 symposia, 6 conférences
satellites, 1 séance pléniére du conseil scientifique
de 'AFM-Téléthon.

La 1™ journée a été marquée par la conférence inau-
gurale de Kenneth Fischbeck (Bethesda, USA), 'un
des signataires en 1986 de la publication annongant
la découverte du géne DMD responsable de la myo-
pathie de Duchenne (NB: la dystrophine, c’est
I'année d’aprés).

Lors de la 2° journée, les sessions pléniéres ont été
consacrées a la biologie du muscle et a la jonction
neuromusculaire. Christophe Marcelle (Lyon), pre-
cédemment responsable d'une équipe de recherche
a 'Australian Regenerative Medicine Institute de
I'Université Monash (Melbourne) a ouvert la journée.
Le projet qu'il méne depuis 2009 sur la formation,

le développement et la réparation du muscle se
poursuit aujourd’hui au sein du tout nouvel Institut
NeuroMyoGéne a Lyon, en étroite interaction avec
I'Alliance MyoNeurALP sur les maladies neuromus-
culaires en Auvergne-Rhone-Alpes.

La 3¢journée a débuté par une session pléniére
consacrée au développement des thérapies inno-
vantes. Matthew Wood (Université d’Oxford, UK) a
présenté ses travaux sur la restauration de l'expres-
sion de la dystrophine chez la souris mdx gréace a
des peptides de nouvelle génération améliorant le
saut d’exon, et permettant de cibler plus efficace-
ment un grand nombre de tissus de I'organisme,
notamment le coeur et le systéme nerveux central.
Aurélie Goyenvalle (Université de Versailles Saint-
Quentin-en-Yvelines) a développé une approche de
pharmaco-génomique utilisant un nouveau type
d’oligonucléotide antisens qui a été testé avec succés
chez la souris. Caroline Le Guiner (Atlantic Gene
Therapies, Nantes) a présenté les résultats de ses
travaux de thérapie génique utilisant un vecteur
AAV sur le chien GRMD. Dans la session pléniere
de l'apres-midi, les intervenants ont présenté plu-
sieurs traitements pharmacologiques potentiels pour
diverses maladies neuromusculaires : tamoxiféne
dans la myopathie de Duchenne (Olivier Dorchies,
Suisse), tréhalose dans la dystrophie musculaire
oculo-pharyngée (Zohar Argov, Israél), ManNAc
dans la myopathie GNE (Ichizo Nishino, Japon) et
N-Acétyleystéine dans la myopathie liée a la séléno-
protéine N (Ana Ferreiro, Université Paris Diderot).
La 4° journée du congrés s’est ouverte sur une ses-
sion pléniére dédiee aux différentes avancées en
Myologie. Lee Sweeney (Floride, USA), co-prési-
dent du congrés, a fait le panorama des essais cli-
niques utilisant des oligonucléotides dans la dystro-
phie musculaire de Duchenne. Il a souligné la
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nécessité d’améliorer '’homogénéité des patients
inclus, ainsi que le choix des critéres d’évaluation
de lefficacité des essais (test de marche de
6 minutes 6MWT par exemple). Helge Amthor
(Université de Versailles Saint-Quentin-en Yvelines)
a présenté le réle de la myostatine, des protéines
BMP et des facteurs de croissance TGF-B sur la
plasticite musculaire. Ana Buj-Bello (Généthon,
Evry) a rapporté ses travaux de thérapie génique
dans la myopathie myotubulaire lice a I'X qui ont
permis une récupération rapide et a long terme (le
recul est désormais de 3 ans) aprés une seule injec-
tion chez le chien modéle.

Dans l'aprés-midi, un moment fort a ponctué le
congrés lors de la présentation des résultats
d’essais cliniques menés chez des bébés atteints de
SMA de type 1 par Richard Finkel (Philadelphie,
USA) et Jerry Mendell (Colombus, USA). Des
vidéos de bébés relevant leur téte et se tenant assis
ou debout ont particuliérement ému I'assemblée.
Deux stratégies thérapeutiques sont actuellement
testées : un produit oligonucléotide antisens d’lonis
Pharmaceuticals (Californie, USA) et un produit de
thérapie génique d’AveXis (lllinois, USA).

Le 5° et dernier jour a été consacré aux projets de
thérapies génique et cellulaire du muscle cardiaque,
qu'il s’agisse de cardiomyopathies ou d’insuffisance
cardiaque post-infarctus.  Philippe Menasché
(HEGP, Paris) qui méne le 1% essai francais utilisant
des cellules souches embryonnaires chez des
patients atteints d’infarctus (4 patients traités a ce
jour) a souligné 'importance des facteurs trophiques
apportés par les cellules greffées. Lucie Carrier
(Hambourg, Allemagne) a présenté ses travaux chez
la souris pour une thérapie génique d’une forme de
cardiomyopathie hypertrophique liée aux mutations
du géne MYBPC3. De son cété, Héléne Puccio (Ill-
kirch, France) a rapporté de bons résultats de la the-
rapie génique chez la souris pour la cardiomyopa-
thie de l'ataxie de Friedreich. Le vecteur utilisé
(AAV10-FXN) est en cours de développement par
la société Anapurna pour un essai chez 'Homme.

Cette 5° édition du congrés a également permis aux
jeunes chercheurs financés par I'AFM-Téléethon de
présenter leurs travaux devant la communauté scien-
tifique internationale. Deux d’entre eux ont recu un
prix pour leur présentation orale : Muriel Sébastien
(Institut des neurosciences, Grenoble) et Pierre Klein
(Institut de Myologie, Paris).

Enfin, a noter dans vos agendas, rendez-vous en
2019 pour la 6° édition du congrés Myology !

International Congress of Myology: five days of
unusual excitement

Une séance pléniére (© A.FM'élgthon/Jean—J J
Bernard) -3 =
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La myostatine

Une cible thérapeutique potentielle pour les myopathies
centronucléaires

David Arnould, Anne-Cécile Durieux

L’unique modéle murin reproduisant la myopathie centronucléaire autosomique
dominante associé a une mutation du géne dynamine-2 (KI-dnm2?*¢"+) reproduit la
plupart des signes cliniques observés chez ’Homme, notamment une atrophie et une perte
de force musculaire. La myostatine (MSTN) est un régulateur négatif majeur du muscle
strié squelettique. Nous faisons I’hypothése que I'inactivation de la mstn pourrait limiter la
perte de masse et de force musculaire chez la souris KI. Afin de valider cette hypothése,
nous avons généré une souris doublement mutée (KIKO) par croisement entre souris KI et
souris inactivée pour la mstn (KO-mstn). Les animaux sont suivis durant 12 mois. La force
musculaire et la motricité ont significativement été altérées chez la souris Kl a 1 mois. Une
perte significative de masse et du volume musculaire (microlRM) a été observée a partir de
2 mois. Entre 2 et 12 mois, tous ces parameétres restent en dessous des valeurs controles.
En comparaison de la souris KI, la souris KIKO présente une augmentation de la force
musculaire ainsi qu’une capacité motrice moins affectée. De plus, la masse et le volume
musculaire ont été augmentés dés I’dge de 1 mois. Les analyses moléculaires montrent que
I'inactivation de la mstn entraine une augmentation du niveau d’expression de différentes
protéines impliquées dans la voie IGF1/Akt/mTOR, mais aussi une diminution du niveau
d’expression de différents acteurs de la voie de dégradation ubiquitine-protéasome.
L’inactivation de la mstn montre une amélioration de la masse et de la fonction musculaire

chez la souris KI. A I’avenir, nous souhaitons intervenir aprés la mise en place de la
pathologie, par injection d’'une drogue anti-mstn permettant de piéger la molécule.
Mots clés : myopathie centronucléaire ; dynamine ; myostatine ; modéles animaux.

La myopathie centronucléaire autosomique domi-
nante (MCN-AD) est une maladie musculaire congé-
nitale rare lice a des mutations majoritairement
retrouvées dans le géne dynamine 2 (DNM2) [1].
Les caractéristiques cliniques reportées sont notam-
ment une atrophie et une faiblesse musculaire pro-
gressives. La MCN-AD est peu sévére, lentement
progressive et représente 50 % des MCN. Les
patients atteints de MCN-AD développent une fai-
blesse musculaire localisée préférentiellement au
niveau des muscles du visage, des muscles proxi-
maux, et le plus souvent associée a un ptosis ou une
ophtalmoplégie [2]. L’ensemble des caractéristiques
cliniques observées conduit a terme a une détériora-
tion de la qualité de vie des patients. Bien qu’aucune
thérapie curative ne soit actuellement disponible, de
nombreux efforts sont réalisés afin de proposer une
prise en charge du déficit musculaire associé. La
taille du muscle dépend d’'un équilibre dynamique
entre la dégradation et la synthése de ses protéines

constituantes [3]. Les voies autophagie-lysosome et
ubiquitine-protéasome (UP) sont les voies princi-
pales de dégradation des protéines musculaires. La
voie de signalisation IGF1/Akt/mTOR représente la
voie principale de stimulation de la synthése des pro-
téines dans le muscle. Toute action sur cette balance
dynamique peut conduire a I'hypertrophie et inver-
sement a 'atrophie du tissu musculaire. La connais-
sance des mécanismes cellulaires et moléculaires de
régulation de la masse musculaire en conditions nor-
males, ainsi que la nature de leur dysfonctionnement
dans la physiopathologie de la MCN-AD, permet-
trait d’imaginer des interventions sur ces voies de
contrdle de la masse musculaire, en conditions
pathologiques. C’est le cas par exemple, pour la
maladie de Pompe, caractérisée par une surcharge
lysosomale due au déficit d’'une enzyme. Le traite-
ment enzymatique substitutif de la société Genzyme
Muyozyme® alpha alglucosidase agit directement sur
la voie de dégradation autophagie-lysosome en
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permettant la dégradation des surcharges lysoso-
males inhérentes a la pathologie.

La myostatine (mstn) est un facteur de croissance
spécifique du muscle strié squelettique qui lorsque
son expression/signalisation est bloquée conduit a
I'acquisition d'un phénotype hypermusclé [4].
Dans le modéle murin mdx, modéle pour la myo-
pathie de Duchenne, il a été reporté une augmen-
tation de la taille des fibres, associée a une augmen-
tation de la masse et de la force musculaire lorsque
le géne de la mstn était inactivé [5]. Une telle stra-
tégie mstn interférente a également été utilisée sur
un modéle de myopathie myotubulaire (MCN liée a
une mutation de MTM1) [6]. Dans ce cas, il a été
montré une amélioration du phénotype musculaire
mais seulement de facon transitoire. En effet, cela
ne permettait pas I'allongement de la durée de vie
qui dans ce modéle animal sévere est de 'ordre de
8 a 9 semaines. Récemment, une invalidation de la
mstn chez des souris développant une cachexie liée
au cancer du cdlon a prolongé leur durée de vie de
facon spectaculaire (doublement de la durée de
survie) associée a une diminution de I’évolution du
nombre de polypes intestinaux [7]. L’inactivation de
la mstn pourrait étre un outil thérapeutique envisa-
geable dans des pathologies musculaires de faible
sévéritée reportée chez I'animal modéle. Le but du
projet primé par le prix Master 2014 de la Société
Francaise de Myologie consiste a évaluer la faisabi-
lité et I'efficacite d’'une stratégie mstn interférente
dans le seul modeéle murin actuellement disponible
pour la MCN-AD. Ce modéle porte la mutation la
plus fréquemment retrouvée dans les cas de
MCN-AD, localisée dans le géne de la dynamine 2
(dnm2). Le modéle Knock-In KI-Dnm-2R45W/+ (K])
est une souris porteuse a I'état hétérozygote d’une
mutation faux sens donnant lieu au remplacement
d’un acide aminé arginine R en position 465 par un
acide aminé tryptophane W. Les souris KI exprime-
ront & la fois une version normale et mutée du géne
dnmZ2. Bien que le modéle soit déja décrit [8, 9], les
conséquences fonctionnelles de la mutation sur la
fonction de la protéine restent mal connues.

Nous avons émis '’hypothese selon laquelle I'inacti-
vation du géne de la mstn pourrait étre bénéfique a
la souris KI, en limitant/stoppant la perte de masse
et de force musculaire. Pour répondre a cette ques-
tion, les souris KI ont été croisées avec des souris
KO-mstn (KO), porteuses a |'état homozygote d’'une
mutation aboutissant a l'excision de I'exon 3 du
géne de la mstn, conduisant a la synthése d’'une pro-
téine tronquée non fonctionnelle entrainant un phé-
notype hypermusclé (modéle KIKO).

Nous avons étudié I'évolution du poids et le volume
des difféerents muscles postérieurs durant 12 mois.

Parmi ces différents muscles, le Tibial antérieur
présente chez la souris KI, une atrophie lentement
progressive correspondant a I'évolution connue de
la maladie chez 'homme. En effet, & 1 mois nous
n’observons pas de diminution du poids et du
volume musculaire chez la souris KI. Nous obser-
vons cependant une diminution de ces deux para-
métres dés I'age de 2 mois et toujours présente a 8
et 12 mois. L’ensemble des analyses biochimiques
et histologiques sera réalisé sur ce muscle.

Les premiers résultats des effets de I'inactivation de la
mstn sont encourageants puisqu’ils démontrent un
bénéfice certain dans ce contexte pathologique avec
une augmentation du poids du muscle Tibial anté-
rieur. L’étude microlRM réalisée au CERMEP de Lyon
met également en évidence une augmentation du
volume dumuscle Tibial antérieur. De facon concomi-
tante, les animaux présentent une amélioration de la
force musculaire et de leur capacité locomotrice.

Au niveau moléculaire, 'analyse des voies de régu-
lation de la masse musculaire montre que I'inactiva-
tion de mstn permet de diminuer le niveau d’expres-
sion de certains acteurs impliqués dans la voie de
dégradation ubiquitine-protéasome et d’augmenter
celui d’acteurs impliqués dans la voie stimulant la
synthése des protéines, la voie IGF1/Akt/mTOR.
Ces reésultats nécessitent d’étre approfondis afin
d’affiner nos conclusions sur les mécanismes molé-
culaires impliqués, mais aussi de s’assurer de
I'absence d’effet délétere d’une telle stratégie.

Une étude histologique (coupe transversale du
muscle Tibial antérieur) est en cours pour compléter
'ensemble des résultats de mes 1% et 2° années de
thése. Nous utiliserons la coloration Hématoxyline
Eosine (HE), afin de visualiser 'état géneéral du
muscle. La coloration Nicotinamide adenine dinu-
cleotide reduced (NADH) - tétrazolium réductase
(TR), reflet du nombre de mitochondries, permet éga-
lement la mise en évidence du réticulum sarcoplas-
mique. Elle nous permettra par ailleurs de mettre en
évidence des anomalies de structures, observées a
partir de deux mois chez la souris et proche de ce qui
est également caractéristique de la MCN-AD chez
’homme. De plus, la coloration NADH, nous infor-
mera sur le typage des fibres musculaires. Des colora-
tions immunohistochimiques permettant de mettre
en évidence des protéines impliquées dans les voies
de signalisation précédemment étudiées en gPCR et
Western blot, seront également réalisées.

Compte tenu des résultats encourageants que nous
avons obtenus, nous allons évaluer I'efficacité d’'un
traitement chez I'animal visant a piéger la mstn cir-
culante. Ceci est un préambule indispensable afin
d’envisager a plus long terme la transposition d’une
telle application en situation clinique.
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Figure 1

MNM et bénéfice d’une stratégie mstn interférente. Avec environ 3 millions de personnes
atteintes de MNM en France et aucune thérapie curative disponible, il y a nécessité de développer
des stratégies de reconditionnement musculaire. L"inactivation de la mstn est une piste
thérapeutique intéressante. Dans le cas de la MCN-AD, nous avons demontré le bénéfice évident sur
la physiologie musculaire d’une telle stratégie : augmentation du poids et du volume musculaires
associée a une amélioration la force musculaire et la capacité locomotrice. Au niveau moléculaire,
I'inactivation de la mstn permet une stimulation de la voie de signalisation enclenchée par I'IGF-1, et
une atténuation de la voie de dégradation ubiquitine-protéasome (UP). Ces deux événements
contribuent a I'amélioration du phénotype musculaire lié a la maladie.

Abstract

Master Award 2014

Myostatin: a potential therapeutic target in cen-
tronuclear myopathies

The unique mouse model for autosomal dominant
centronuclear myopathy (KI-dnm2F45W*) gssociated
to mutation of the dynamin-2 gene (dnm2) repro-
duces some of the human clinical features, notably
muscle atrophy and weakness. Myostatin (MSTN), is
a master negative regulator of skeletal muscle mass.
We hypothesized that inactivation of mstn could
limit muscle atrophy and weakness reported in the
KI mouse. To validate this, we intercrossed KI mice
with mice inactivated for mstn (KO-mstn) to generate
a double mutated lineage (KIKO mice). Animals were
followed during 12 months. Muscle force, and loco-
motor activity were significantly altered in
1 month-old KI mice. A significant loss of muscle
mass and volume (microRMI) was observed in KI
mice from 2 months of age. From 2 to 12 months,
all these parameters remained below of control
values. When compared to KI mice, KIKO mice pre-
sented an increase of muscle grip strength and less
affected motor skills. In agreement with these data,
muscle mass and volume were increased at all ages.
Molecular analyzes showed that inactivation of mstn
allowed for an increase of several proteins involved
in the IGF1/Akt/mTOR pathway, but also a down
regulation of several factors involved in the ubi-
quitin-proteasome pathway. Overall, we demons-
trated that inactivation of mstn improves muscle
mass and function of KI mice. These results are very
promising since genetic inactivation of mstn shows
a real benefit for KI mice. The perspective to this
work is to evaluate the efficiency of an anti-mstn

Abréviations

based pharmacological approach to restore muscle
function after the establishment of the disease.

Kev words : centronuclear myopathy - dynamin -
myostatin - animals models
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Signaux moléculaires et mécaniques
intervenant dans la différenciation
des cellules tendineuses

Ludovic Gaut, Marie-Ange Bonnin, Nicolas Robert, Mathias Mericskay, Delphine Duprez

Les tendons sont des formes uniques de tissu
conjonctif du systéme musculo-squelettique. Ils sont
formeés par une matrice dense de fibres de collagéne
de type I qui sont orientées parallélement a I'axe du
tendon. Cette organisation spécifique leur donne la
capacitée de supporter les forces générées par le
muscle pour les transmettre a I'os, permettant ainsi
le mouvement. Le développement, ’homéostasie et
la réparation du tendon reposent sur une combi-
naison spécifique de facteurs de transcription, de
facteurs de croissance ainsi que de paramétres
mécaniques régulant la production et I'assemblage
des fibres de collagéne [1, 2]. Les cascades molécu-
laires régissant la différenciation du tendon ne sont
pas aussi bien décrites que celles des cellules mus-
culaires. Toutefois, I’étude du tendon a été rendue
possible grace a la découverte de certains acteurs
moléculaires tels que le facteur de transcription Scx
[1-3], le plus spécifique et précoce dans le dévelop-
pement du tendon, ou encore le facteur de trans-
cription mécanosensitif Egrl [1, 2, 4, 5]. Au cours
des derniéres années, de nombreuses études ont
montré I'importance des forces mécaniques géne-
rées par les cellules ou les tissus au cours du déve-
loppement ou des processus de différenciation cel-
lulaire [6]. Notre objectif est de comprendre
comment la cellule de tendon va intégrer les signaux
mécaniques et d’identifier quelles voies de signalisa-
tion seront activées en aval de ces signaux pour
déclencher la difféerenciation tendineuse.

La mécanobiologie du tendon a été étudiée in vivo
au cours du développement. Une paralysie des
embryons de poulet au stade E7.5 a été induite par
traitement au bromure de décaméthonium (DMB),
un agoniste du récepteur a I'acétylcholine bloquant
la jonction neuromusculaire [7]. Le traitement au
DMB va induire une paralysie musculaire et donc
interrompre les mouvements rythmiques effectués
par I'embryon (Figure 1A). Chez les embryons

paralyseés, I'expression du marqueur de tendon SCX
est diminuée dés 5h et a 48h de traitement
(Figure 1A). Ce défaut a notamment été observé
avant la diminution des marqueurs musculaires
PAX7 et MYF5 (Figure 1A), indiquant que le chan-
gement observeé est dii a une absence de contraction
plutét qu’a une perte d’'un signal biochimique pro-
venant du muscle adjacent.

La mécanobiologie a également été étudiée dans un
systéme in vitro mimant la formation d’un tendon
in vitro. Des cultures de cellules souches dans un
systéme en trois dimensions (3D), consistant en un
tube de gel de fibrine maintenu sous tension, miment
la formation d’un tendon in vitro (Figure 1B) [8].
Des tendons in vitro ont ainsi été réalisés en utilisant
une lignée murine de cellules souches mésenchyma-
teuses (CSM), les C3H10T1/2. La comparaison de
I'expression de différents génes dans les CSM culti-
vées en 3D versus 2D met en évidence une aug-
mentation des marqueurs de tendon Scx, et Collal
ainsi que du facteur de transcription mécanosensitif
Egrl (Figure 1B). La perte de tension de ces ten-
dons in vitro (aprés section) conduit a la diminution
de I'expression d’Egr1 et des génes de tendon, Scx
et Collal (Figure 1C). L’expression forcée de Egrl
dans les cellules C3H10T1/2 permet d’empécher
la diminution des marqueurs de tendons dans ces
tendons in vitro sans tension (Figure 1D). Ces résul-
tats déemontrent I'importance des forces mécaniques
dans le maintien de I'identité tendon des CSM. De
plus, ils montrent I'implication du facteur de trans-
cription Egrl en aval des forces mécaniques dans le
maintien des marqueurs de tendons.

Ces resultats soulignent I'importance des signaux
mécaniques pour le développement du tendon et la
différenciation tendineuse a partir des cellules sou-
ches. Cependant, les liens existant entre les signaux
meécaniques et moléculaires restent a étre identifiés
dans le contexte de la différentiation du tendon.
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Figure 1

Signaux moléculaires et mécaniques intervenant dans la différenciation des cellules tendineuses.

(A) Procédure expérimentale du traitement au bromure de décaméthonium (DMB) induisant une inhibition des mouvements (fleches
rouges) et expression des génes associés aux différents lignages cellulaires. (B) Représentation d’une construction 3D de tendon in vitro et
graphe d’expression des génes dans des cultures cellulaires 3D comparée aux cultures 2D. (C) Représentation des constructions 3D avec
tension (gauche) et sans tension (droit) et graphe d’expression des génes associés aux tendons dans les 3D sans tension vs avec tension. (D)
Représentation des constructions 3D surexprimant Egr1 (3D-Egr1) avec tension (gauche) et sans tension (droit) et graphe d’expression des
geénes associés aux tendons dans les 3D-Egr1 avec tension vs sans tension. Tests statistiques utilisés sont les tests non-parametriques de
Mann-Whitney. * = p-value = 0,05 ; ** = p-value = 0,01 ; ** = p-value = 0,001.
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Dynamique de l'organisation des triades

Muriel Sébastien, Eric Denarier, Julie Brocard, Oriana Sarrault, Didier Grunwald, Isabelle Marty,

Julien Fauré

La cellule musculaire est organisée afin d’optimiser
la contraction. Elle est majoritairement constituée
de myofibrilles, les élements contractiles du muscle.
L’influx nerveux provenant du motoneurone se
transforme en un relachement de calcium au niveau
des triades, une structure membranaire particuliére
composée de I'accolement de deux citernes termi-
nales de réticulum sarcoplasmique de part et d’autre
d’un tubule transverse, une invagination de la mem-
brane plasmique [1]. Le complexe de relachement
du calcium, exclusivement localise a la triade,
permet les relachements de calcium nécessaires a la
contraction du muscle. Ce complexe est composé
principalement de deux canaux calciques physique-
ment associés [2] et ancrés face a face dans leurs
membranes respectives : le récepteur des dihydro-
pyridines dans la membrane du tubule transverse et
le récepteur de la ryanodine dans la membrane du
réticulum sarcoplasmique. D’autres protéines régu-
latrices telles que la junctine, la calséquestrine ou la
triadine [3] leurs sont associées.

Le bon fonctionnement du muscle dépend donc de
la structure de la triade et de la localisation précise
des protéines du complexe de relachement du cal-
cium. Or, les mécanismes de mise en place et
d’adressage des protéines vers la triade sont peu
connus.

Des mutations de protéines du complexe de rela-
chement du calcium entrainent des pathologies des
muscles squelettiques comme les myopathies a cores
centraux (CCD) [4]. L’hypothése physiopatholo-
gique la plus courante est celle d’'une dérégulation
des relachements de calcium réalisés par le récep-
teur de la ryanodine, mais un mauvais adressage
d’une des protéines du complexe de relachement du
calcium pourrait également avoir des conséquences
importantes sur la fonction du complexe. Cette
hypothése est peu étudiée en raison du manque
d’informations fondamentales sur les processus de
mise en place de la triade. Pour étudier ces pro-
cessus et I'adressage des protéines du complexe de
relachement du calcium a la triade, nous avons
choisi comme protéine modéle la triadine. La tria-
dine interagit directement avec le récepteur de la
ryanodine et la calséquestrine, indirectement avec
les microtubules, et elle est capable de multimériser.
Ces trois types d’interactions pourraient favoriser un

role d’ancrage de la triadine pour les autres pro-
téines du complexe [5, 6].

Pour ces études, nous avons développé un modéle
expérimental basé sur I'expression gréace a des
transductions virales de chiméres fluorescentes de
la triadine dans des myotubes de souris KO pour la
triadine, différenciés in vitro. Ce modéle cellulaire
nous permet d’étudier, d’une part, la mise en place
des triades, et, d’autre part, I'adressage et le trafic
de la triadine a différents stades de développe-
ments/différenciation des cellules. Le suivi par
vidéomicroscopie de la triadine fluorescente permet
d’observer la présence de triades dés les premiers
jours de différenciation, mais ces triades sont dis-
persées dans les myotubes. L’organisation des
triades se fait progressivement dans les jours sui-
vants pour atteindre leur positionnement final a
I'interface des bandes A et I, et ce processus semble
dépendant du réseau de microtubules. Afin de
suivre plus en détail le devenir de quelques molé-
cules, nous avons également développé des chi-
méres photoactivables (PAGFP) [7]. Nous avons
ainsi pu suivre le trafic de ces molécules. Par rap-
port & un marqueur du réticulum diffusant libre-
ment, la triadine diffuse dans les membranes du
réticulum tout en présentant une rétention au
niveau des triades. Différents domaines de la tria-
dine semblent étre impliqués dans ce mécanisme de
rétention.

En conclusion, nous avons pu observer que I'orga-
nisation des triades le long des sarcoméres dépend
du réseau de microtubules, et que, malgré I'idée
générale d’une structure musculaire figée, la triadine
est bien mobile dans les membranes du réticulum,
tout en étant retenue a la triade. Ces résultats pour-
raient aboutir & un modéle applicable a I'ensemble
des protéines du complexe de relachement du cal-
cium du réticulum sarcoplasmique. La compréhen-
sion des mécanismes de mise en place des protéines
du complexe de relachement du calcium dans la
triade est essentielle pour mieux aborder la physio-
pathologie de certaines myopathies. Mon travail
permet d’approfondir les connaissances fondamen-
tales sur la physiologie musculaire ainsi que de dis-
poser de modéles supplémentaires d’étude de muta-
tions des génes du complexe de relachement du
calcium (Figure 1).
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Figure 1

Dynamique des protéines dans la membrane du réticulum des cellules musculaires. Une protéine marqueur du réticulum (rond bleu a
gauche) entre, sort et diffuse dans la triade de la méme maniére que dans le réticulum, tandis que la triadine (ovale rose a droite) tout en
circulant dans la membrane du réticulum est ralentie au niveau de la triade.

Dynamics of triad organization
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Impact d'un traitement antioxydant

sur le transtert de géne par un vecteur AAVr
dans un modéle murin de la dystrophie
musculaire de Duchenne

Jean-Baptiste Dupont, Benoit Tournaire, Romain Durand, Béatrice Marolleau, Emilie Bertil,
Christophe Georger, Emilie Lecomte, Benjamin Cogné, Bernard Gjata,
Laetitia Van Wittenberghe, Alban Vignaud Richard, O. Snyder, Philippe Moullier, Adrien Léger

Les vecteurs recombinants dérivés du virus adéno-
associé (AAVr) sont des outils prometteurs pour la
thérapie génique de la dystrophie musculaire de
Duchenne (DMD). Plusieurs études menées chez des
modeles murins ou canins de la DMD ont en effet
deécrit des améliorations phénotypiques significatives
sans effet toxique notable suite a I'injection d’impor-
tantes quantités de vecteur [1, 2]. Méme si ces études
sont prometteuses, le maintien a long terme de
I'expression du transgéne demeure peu ou pas docu-
menté. Dans plusieurs modéles de souris DMD,
notre équipe et d’autres laboratoires avons ainsi
démontré que cette expression diminuait progressi-
vement, méme aprés injection de doses de vecteurs
AAVr cliniquement pertinentes [3, 4]. En corréla-
tion, nous avons observé une perte des génomes de
vecteurs résultant de la nécrose des cellules muscu-
laires DMD, ainsi que des dommages oxydatifs affec-
tant les molécules d’ARNm du transgéne. Ces obser-
vations soulignent limportance du contexte
tissulaire dans lequel sont injectés les vecteurs AAVr,
et 'impact majeur qu'il peut avoir sur leur efficacité.
Mais elles permettent également de dégager des
perspectives d’amélioration : en neutralisant ces
« facteurs de restriction » préalablement a I'injection
d’AAVr, la persistance et I'efficacité de ces vecteurs
pourraient se trouver renforcées. Dans le cas de la
DMD, le stress oxydatif semble occuper une posi-
tion centrale a la fois dans la physiopathologie cel-
lulaire, et dans la dégradation de ’ARNm du trans-
géne [4, 5]. Par conséquent, nous avons développé
une stratégie innovante utilisant un composé anti-
oxydant fréquemment employé en médecine
humaine. Des souris DMD, prétraitées ou non par
cette molécule, ont recu dans un deuxiéme temps
un vecteur AAVr portant un transgéne rapporteur.
L’efficacité de transduction, I’expression et I'activité
du transgéne ont ensuite été mesurées deux mois
aprés injection. Le résultat de cette approche

innovante sera certainement précurseur pour de
futurs protocoles de traitement combinatoires pour
la DMD, alliant I'efficacité de molécules pharmaco-
logiques a celle des vecteurs AAVr de thérapie
génique.

Impact of an antioxidant treatment
onrAAV-mediated gene transfer

in a mouse model of Duchenne muscular
dystrophy

Recombinant adeno-associated virus (rAAV)-based
vectors are promising tools for the gene therapy of
Duchenne muscular dystrophy (DMD) (Figure 1).
Several studies in murine and canine models of
DMD reported significant phenotype improvements
without any notable toxicity following the injection
of substantial amounts of vector [1, 2]. While this
has raised hope for future translations in DMD
patients, long term maintenance of the therapeutic
benefits is an important, and yet unresolved issue.
In previous studies conducted in DMD mice, we and
others have demonstrated that rAAV-mediated
transgene expression is progressively reduced, even
after injection of clinically relevant vector doses [3,
4]. This could be explained, at least in part, by the
loss of vector genomes resulting from muscle cell
necrosis but also by the oxidative damage affecting
transgene mRNA molecules. These elements sup-
port the fact that the tissue context in which rAAV
vectors are delivered is of critical importance and
can significantly affect their efficiency. But they also
open new avenues for improvement, since we can
now consider counteracting these “restriction” phe-
notypes prior to rAAV injection. In the case of
DMD, oxidative stress seems to occupy a central
position in both muscle cell pathophysiology and
rAAV transgene mRNA degradation [4, 5]. There-
fore, we designed an innovative strategy using a rele-
vant antioxidant agent routinely used in human
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Impact of an antioxidant treatment on recombinant adeno-
associated virus (rAAV) vector-mediated gene transfer in a mouse
model of Duchenne muscular dystrophy
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medicine. DMD mice, pre-treated or not with this
compound, were subsequently injected with a rAAV
vector carrying a reporter transgene. The transduc-
tion efficiency, together with the expression and
activity of the transgene, were monitored and
compared two months later. The outcome of this
innovative approach will certainly pave the way for
future combinatorial protocols using pharmacolo-
gical agents and rAAV vectors in DMD muscles.

Impact of an antioxidant treatment on recombi-
nant adeno-associated virus (rAAV) vector-
mediated gene transfer in a mouse model of
Duchenne muscular dystrophy
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Progrés dans la classification clinique
de la dystrophie myotonique de type 1

Céline Dogan, Marie de Antonio, Dalil Hamroun, Pascale Chevalier, Malya Mati, Bruno Eymard,
Guillaume Bassez et le groupe d’étude francais dystrophie myotonique

La dystrophie myotonique de type 1 (DM1, maladie
de Steinert) est considérée comme I'une des mala-
dies génétiques les plus variables [1]. L’émergence
de thérapies innovantes renforce encore la nécessité
d’harmoniser, a I’échelon international, la classifica-
tion clinique de la maladie [2, 10]. Malgré les initia-
tives de groupes de travail d’experts internationaux
aucun consensus n’existe a ce jour. Plus réecemment,
le développement de bases de données fournit de
puissants outils pour appréhender la complexité de
maladies hétérogénes sur une large population.
Nous nous appuyons sur les données de I'Observa-
toire national des dystrophies myotoniques, DM-
Scope, pour évaluer la robustesse d’une classifica-
tion de la DM1 en cinq formes cliniques, définies
selon I'age de début de la maladie. L'étude a été
réalisée a partir d’'une large collection de données
standardisées issues de 1 962 patients DM1 francais
adultes. Les patients ont été classés comme suit :
forme congénitale (3,7 %), forme infantile (17,8 %),
forme juvénile (25,9 %), forme adulte (39,4 %) et
forme tardive (13,1 %). Dans un premier temps, les
cinq formes cliniques ont été comparées pour la dis-
tribution de la taille de I'expansion CTG, la fré-
quence et I'age d’apparition des principaux symp-
tébmes. De plus, nous avons déterminé, grace a une
méthode statistique originale combinant fréquence
et temporalité, les profils d’apparition des manifes-
tations cliniques dans chacune des formes. Les résul-
tats ont permis de valider le modéle de classification
de la DM1 en cinq groupes. Nous montrons qu’au-
dela du continuum, qui s’étend depuis la forme
congeénitale jusqu’a la forme tardive, les cinq formes
cliniques se distinguent par des particularités clini-
ques propres. Cette étude confirme la robustesse
d’'un modéle de classification de la DM1 en cing
formes et met en exergue des caracteéristiques clini-
ques spécifiques a chacune d’elles. Ces résultats
devraient permettre d’optimiser le design des essais
cliniques et plus particuliérement la constitution de
groupes homogénes de patients.

Refining myotonic dystrophy type 1

clinical classification

Myotonic dystrophy (DM) is considered to be one of
the most variable genetic diseases [1]. With the
arrival of innovative DM therapies, it is becoming of
crucial importance to reach harmonization on the
classification of the disease [2-10]. In spite of
ongoing initiatives involving working-groups of
experts, no consensus is yet available. Databases are
powerful tools to address the complex issue of hete-
rogeneous diseases. Here, we assessed the robust-
ness of a DM1 classification model divided into five
clinical forms based on age of onset. The study was
performed using a large collection of standardized
data obtained in 1,962 French DMI1 patients
(> 18 years) from the nationwide DM-Scope
registry. Patients were classified as follows: conge-
nital (3.7%), infantile (17.8%), juvenile (25.9%),
adult (39.4%) and late onset forms (13.1%). The five
clinical forms were first compared regarding the dis-
tribution of CTG expansion size and the occurrence
and onset of the main symptoms. Then, using a spe-
cial two-dimensional method combining time and
frequency as parameters, we determined the clinical
profile of the DM1 manifestations for each clinical
form. Analyses validated the five-grade model of
DM1 classification with regard to the triplet repeat
expansion size, frequency, age of onset and clinical
profiles of the main symptoms. We show that the
assumption that there is a continuum from the
congenital form to the late onset form is a reality.
Furthermore, our data allows us to highlight clinical
manifestations specific to some clinical forms.

This study provides strong evidence supporting a
five-grade DM1 clinical classification model. In addi-
tion we observed specific features in clinical profiles
related to particular DM1 forms. Together these
results contribute to refine the DM1 classification
and to improve clinical trial design, in particular
enhancing the enrolment of homogeneous patients
in clinical studies.
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Figure 1

Contribution de I’Observatoire national des dystrophies myotoniques, DM-Scope, a la validation d’'un modeéle de classification de la DM1 divisé en cinq formes
cliniques.
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