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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 délé-
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'intéegrité 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 cété 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 séquence 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-
gnostiquée.

C’est pourquoi, comme cela est présenté en détail
dans l'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 I’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 ciblée 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 dédié.

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-
levé (étude selon la technique de I'immuno-
empreinte sur extraits des protéines du muscle per-
mettant d’évaluer si la quantite 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 dansle
muscle. De plus, la large panoplie d’anticorps spécifi-
ques actuellement disponible va permettre un
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Pour conclure, ce travail indique qu’avec les nou-
velles thérapies génétiques qui font leur apparition,
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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 gene 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-
téegie 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 l'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 I'étude 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 recemment 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 '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 possibilite d’utiliser une
unique paire de répétitions palindromiques courtes
réguliérement espacées de nucléotides en I'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 I'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 modéle 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 séveére 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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