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Résumé de la thése

La dystrophie musculaire de Duchenne est caractérisée par une dégénérescence
musculaire progressive accompagnée d’une fragilité osseuse exacerbée par la norme de
soins actuelle. Au-dela de la relation mécanique qui unit leur croissance, maintenance ou
dégénérescence, les muscles et les os interagiraient & I'échelle moléculaire via des
sentiers signalétiques communs. La voie RANK/RANKL/OPG, un gouverneur du
remodelage osseux, est au nombre de ces voies suite a la découverte de la triade en
contexte musculaire, de la capacité des cellules musculaires a sécréter de 'OPG, de la
localisation du récepteur RANK au sarcolemme et de l'effet inotropique de la délétion
musculaire de RANK sur I'atrophie induite par dénervation. Elément déterminant, le
bénéfice musculaire d’'un traitement au FL-OPG-Fc, protagoniste de la triade fusionnée a
un fragment Fc, est supérieur aux stratégies pharmacologiques ou génétiques d’inhibition
de RANK/RANKL pour la souris dystrophique et suggére un effet biologique hors-triade.
Malgré ces évidences morcelées et compte tenu de la structure du FL-OPG-Fc, un
potentiel mécanisme d’action musculaire est inconnu. Ce mécanisme constitue l'idée
originale de cette thése et nécessite investigation a l'aide d’'un modéle pré-clinique
prédictif et fidéle au déroulement de la pathologie. Le but de cette thése est 1) caractériser
a différents stades de vie les propriétés fonctionnelles et contractiles d’'un nouveau modéle
dystrophique pré-clinique murin ainsi que les paramétres discriminants par rapport a la
souris sauvage, 2) mettre a jour les connaissances sur la cohésion signalétique ainsi que
le dialogue moléculaire bidirectionnel muscle-os en contexte de dystrophie musculaire et
3) investiguer la capacité du FL-OPG-Fc a interagir directement avec les cellules
musculaires, en explorer la signalisation cellulaire puis vérifier la présence d'un effet

bénéfique aigu sur la contractilité de muscles dystrophiques.

Premiérement, nos recherches sur le nouveau modéle ont démontré que
I'haploinsuffisance en utrophine dans la souris délétée en dystrophine n’a pas d’impact sur
sa performance fonctionnelle et contractile a 1, 2 et 5 mois d’age. Ces données ont permis
d’établir que la souris déficiente en dystrophine était pertinente pour nos études,
moyennant ['utilisation préférentielle de variables expérimentales discriminantes par
rapport a la souris sauvage telles que la force maximale spécifique et la résistance aux
contractions excentriques. Deuxiémement, en ce qui a trait aux voies communes et aux
dialogues muscle-os en contexte de dystrophie musculaire, nos travaux de synthése ont

répertorié des interactions basées sur des myokines, ostéokines et cytokines de double



origine déclenchant des sentiers signalétiques menant entre autres a l'inflammation, la
fibrose, la synthése ou la dégradation protéique. Collectivement, les sources citées par
notre ouvrage soulignent I'importance de considérer les muscles et les os en tant qu'unité
pour orienter les recherches précliniques vers le développement d’approches
multifonctionnelles efficaces a traiter ces affections musculaires et osseuses de maniére
simultanée. Troisiemement, nos travaux de recherche ont montré que le FL-OPG-Fc peut
directement associer et influencer le muscle squelettique grace a son domaine de liaison a
I'héparine tant pour les fibres saines que celles déficientes en dystrophine, et ce, au moins
en partie de maniére indépendante du récepteur RANK. Puis, cette liaison musculaire peut
engendrer une cascade de signalisation cellulaire incluant les protéines
FAK/Akt/CaMKII/PLN. Concrétement, nos résultats ont indiqué que le FL-OPG-Fc peut
avoir un effet protecteur dans les cellules musculaires contre les dommages causés par
une surcharge calcique. Finalement, le FL-OPG-Fc peut avoir un effet potentiateur sur les
contractions tétaniques des muscles dystrophiques de phénotype rapide, effet nécessitant

la présence du domaine de liaison a I’héparine pour s’opérer.

Globalement, cette thése apporte une contribution a 'avancement des connaissances sur
le développement scientifique de modéles précliniques de DMD, sur les sentiers communs
aux muscles et aux os, sur I'existence ainsi que le domaine de l'interaction du FL-OPG-Fc
directement sur les cellules musculaires et sur une des voies de signalisation potentielles
par laquelle le FL-OPG-Fc peut les influencer. Ces avancées biologiques repoussent les
connaissances au sujet de la voie RANK/RANKL/OPG au sein de la communication
muscle-os. Ces résultats peuvent également étre mis en perspective de situations
physiologiques comme la croissance, la maintenance et 'homéostasie, ou ce dialogue
pourrait s’exprimer dans la régulation réciproque du muscle et de I'os. Finalement, les
connaissances générées au sujet de la protéine OPG pourront contribuer a la
compréhension des rdles hors-triade de I'OPG répertoriés pour de multiples types

cellulaires non-osseux.
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« Tout travail scientifique est une réalisation communautaire et non pas I'ceuvre d’'un
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la vie scientifique trés active de Londres et de Cambridge ? »

Stephen Jay Gould 1988
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Avant-propos
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Chapitre 1 : Introduction

1.1 Problématique

Les rbles essentiels revétis par le muscle squelettique exigent une polyvalence
métabolique, une synchronie progressive de ses unités contractiles et qui plus est, une
structure cytosquelettique lui conférant une compliance variable tout en permettant la
transmission efficace de la force générée. Les composantes du cytosquelette agissent
souvent a titre de maillons d’'une chaine élaborée dont I'absence de certains de ses
éléments engendre une fragilité se matérialisant entre autres sous la forme d'une
susceptibilité exagérée aux dommages lors de la contraction. C’est le cas de la dystrophie
musculaire de Duchenne (DMD), ou I'absence de la dystrophine au sein de ce complexe
protéique est la cause d’'une myopathie léthale affectant 1 a 20 sur 100 000 naissances
masculines selon la zone géographique (1). Bien que le standard de soins et I'espérance
de vie des patients vivant avec la DMD aient augmenté, I'absence de traitement
guérissant ou palliant totalement son évolution lui confére un statut de besoin médical non
comblé. De par sa nature dégénérative grave dés un &ge relativement bas, la DMD est un
fardeau émotionnel, occupationnel et financier pour les familles, le systéeme de la santé,
les professionnels de la santé et par le fait méme, la société. Une étude transversale
internationale dirigée en 2014 sur 770 patients a révélé que les colts directs reliés a la
santé pour les patients vivant avec la DMD étaient de 7 a 16 fois supérieurs
comparativement a I'individu moyen, et atteignaient de 23 a 35 fois la moyenne si I'on
incluait les colts indirects (2). Des travaux récents ont aussi dévoilé que les colts
grimpaient dramatiquement lors de la transition de la phase ambulatoire a la phase non-
ambulatoire, soit de 5,7 fois, encourageant la recherche dédiée a retarder la
dégénérescence et donc prolonger la capacité locomotrice (1). Cette dégénérescence
engendre en effet une perte de fonction progressive limitant la locomotion au quotidien
puis méne éventuellement a des complications cardio-respiratoires nécessitant une
assistance mécanique qui se solde par une défaillance fatale. Devant le constat de
l'importance de la DMD, la recherche fondamentale et pré-clinique basées sur les
hypothéses modernes de la pathophysiologie de la DMD sont d’'une haute pertinence. En
effet, la recherche biomédicale fondamentale orientée vers des solutions universelles pour
la DMD, et méme applicable a d’autres myopathies partageant des mécanismes d’action,

est primordiale.



Pour effectuer ces recherches, la communauté scientifique requiert des modéles animaux
valides dont la valeur prédictive favorise le succés translationnel. C’est pourquoi cette
thése comprend d’abord des travaux de caractérisation sur un nouveau modéle
potentiellement plus fidéle au déroulement de la DMD humaine que le modéle murin
délété en dystrophine (mdx), travaux qui ont permis de déterminer le modéle a préconiser
pour les études subséquentes. Par la suite, en ce qui a trait & nos hypothéses sur la
pathophysiologie de la DMD, notre laboratoire s’intéresse a la relation moléculaire muscle-
0os en contexte de dystrophie musculaire comme potentielle source d’innovations
biologiques. A I'heure actuelle, il y a un manque d’information et de sensibilisation au sujet
de ces interactions bi-directionnelles au sein des groupes travaillant sur la DMD et C’est
pourquoi nos travaux visent a combler ce manque par I'entremise d’une revue des
évidences récentes incluant notre thématique de recherche. Notre intérét spécifique est la
triade de cytokines qui gouverne le remodelage osseux, le receptor activator of nuclear
factor kappa-B (RANK), le RANK-ligand (RANKL) et l'osteoprotegerin (OPG) a titre
d’éléments manipulables dans la DMD. Nos travaux précédents ont ouvert un champ de
recherche via la démonstration qu’un traitement au full-length osteoprotegerin fused to
immunoglobulin fragment complex (FL-OPG-Fc), augmentait la fonction de muscles
dystrophiques, et ce, de maniére supérieure a l'inhibition de RANKL ou a la délétion
spécifique de RANK musculaire. Actuellement, les explications sont toutefois limitées a ce
sujet et plusieurs questions fondamentales demeurent en suspens quant a I'étude d’un

mécanisme biologique hors-triade musculaire pour le FL-OPG-Fc.

En sommes, suite a cette problématique (1.1), l'introduction de la thése s’attardera
brievement sur le muscle dans son état physiologique (1.2), puis plus en détails sur la
DMD et les modéles pré-cliniques a I'étude (1.3), sur 'émergence d’interactions muscle-os
(1.4), la triade RANK/RANKL/OPG (1.5), le FL-OPG-Fc a titre de molécule d’intérét
musculaire (1.6), les potentielles cibles musculaires d’interactions et de signalisation du
FL-OPG-Fc (1.7) et finalement un retour sur les objectifs et les hypothéses qui formeront

le corps de la thése (1.8).



1.2 - Le muscle en contexte physiologique

1.2.1 La polyvalence et plasticité du muscle squelettique

Le tissu musculaire squelettique est doté d’'une polyvalence étendue ainsi que d’une
plasticité étoffée. Il est flexible, dynamique et adaptatif, un organe hautement spécialisé
réunissant des caractéristiques de base dont I'excitabilité, la contractilité, la tonicité et
I'élasticité. Il accomplit des fonctions essentielles telles que la respiration, la locomotion, le
support postural, la thermogénése et I'homéostasie énergétique (3,4). Sa capacité
d’adaptation éleveée permet le remodelage de sa machinerie structurale, contractile et
métabolique, mettant au diapason ses propriétés aux stimuli externes appliqués en
adoptant un véritable continuum phénotypique. Ces signaux modulent étroitement sa
réponse adaptative et peuvent prendre les formes suivantes : la stimulation mécanique, le
stress métabolique, linnervation motrice, la disponibilit¢é en nutriments, le bilan
endocrinien, le profil pharmacologique, etc. (5-8). Le muscle est par ailleurs situé au
carrefour d’interactions systémiques, d’'une part a I'écoute des signaux en aval mais
également un effectif participant de la physiologie intégrative par la libération endocrine ou
paracrine de son secretdme composé de divers cytokines et peptides, nommés myokines
(9-12). Cette reéactivité peut entrainer des changements significatifs au profit ou au
détriment des tissus impliqués dans la diaphonie. Il peut, d’autre part, survenir des
situations délétéres au tissu musculaire telles que l'alitement prolongé, I'immobilisation, la
dénervation progressive ou traumatique, divers cancers, le vieilissement, la maladie
pulmonaire obstructive chronique, I'hypogravité et linsuffisance cardiaque (13,14). Ces
situations affectent négativement le muscle en termes mécaniques mais aussi en outre
par I'entremise de facteurs systémiques et peuvent mener a une dégradation plus ou
moins progressive de la fonction, allant de l'altération biochimique mineure a l'atrophie

séveére.

1.2.2 Le tissu musculaire, organisé et hétérogéne

Afin de mener a bien ses fonctions, le tissu musculaire est organisé avec précision,
supporté d’'une architecture dense composée d’'un nombre élevé de fibres musculaires
échafaudées dans un cytosquelette élaboré, entouré d’'un espace interstitiel interactif,
alimenté par des structures endothéliales et synchronisé par des afférences motrices. Le

degré d’enveloppe ultime propre a la fibre musculaire est le sarcolemme, situé sous



'endomysium, il est constitué de deux couches distinctes. La premiére, la membrane
basale, est formée de collagéne, fibronectine, laminine et glycoprotéines. La deuxiéme, la
membrane plasmique, est constituée d'une double couche de phospholipides et est
directement en contact avec le milieu sarcoplasmique. C’est au sein de ces membranes
que siegent et parcourent différents récepteurs et canaux raccordant les milieux
extracellulaires, cytosoliques et nucléaires. Mentionnons notamment des récepteurs
sensibles aux signaux hormonaux, au stress mécanique, aux nutriments, aux
neurotransmetteurs, etc. (15). Au chapitre des canaux, prévalent les canaux sodiques,
potassiques, chloriques et calciques. Ces canaux peuvent étre passifs ou actifs,
transportant avec ou contre le gradient de concentration des ions selon une activation
dépendante du potentiel membranaire ou par liaison avec un ligand spécifique (16,17).
Directement adossés sous la membrane plasmique, on retrouve les multiples noyaux a
l'origine du caractére multinucléé des fibres. Cette centaine de noyaux par fibre est
répartie uniformément et palliera a une demande en synthése protéique élevée, que ce
soit a des fins d’homéostasie, d’hypertrophie ou de réparation. De maniére similaire, on
retrouve entre le sarcolemme et la membrane basale des cellules satellites quiescentes
démontrant une dispersion assez homogene (18). Une fois recrutées par un stimulus
propice a leur activation de nature intrinseque et/ou micro environnementale, leur destinée
sera de contribuer a la réserve de cellules satellites ou encore d’étre commises a la
différentiation en myoblastes. Ces myoblastes fusionneront afin de former des myotubes
et contribueront aux myofibres matures déja en place (19,20). Un autre élément essentiel
est la présence du lit capillaire et du réseau lymphatique au pourtour des fibres performant
la perfusion de ces derniéres ainsi que les apports et échanges métaboliques en plus
d’interactions moléculaires multiples (21). Egalement, on observe dans I'espace interstitiel
la présence d’'une population leucocytaire résidente, majorée de la fraction infiltrante lors
de blessures physiques et/ou d’appels par messagers chimiques. Mastocytes,
neutrophiles et macrophages sont au nombre de ces cellules et arborent une attraction et
une chronologie d’activation définie par les messagers produits (22). Ces acteurs vont étre
modulés par la présence de facteurs pro et anti-inflammatoires, contribuant a
'exacerbation ou a la résolution de ce profil selon leurs phénotypes et médiateurs
secrétés. Au final, ces structures, organites et types cellulaires sont coordonnés,
permettent le maintient de I'état homéostasique et soutiennent une fonction principale du

tissu musculaire, I'activité contractile.



C’est a l'intérieur des fibres que se retrouvent les myofibrilles constituées d’'un alignement
de myofilaments agencés en série dont les segments sont appelés sarcoméres, I'essence
méme de cette activité contractile, I'unité fonctionnelle de base du muscle lui conférant
des propriétés nécessaires au couplage excitation-contraction et la formation éventuelle
des ponts croisés. Chacune des myofibrilles est entourée d’'un réseau de tubules et
citernes qui constituent le réticulum sarcoplasmique (RS). Ce réservoir est essentiel aux
mouvements calciques entre autres requis lors de la contraction. Le calcium entreposé et
disponible a la libération est situé dans la partie terminale de ces citernes tandis que la
partie centrale est vouée & la recapture du calcium permettant la relaxation musculaire. A
proximité, on retrouve des organites et autres éléments essentiels comme des
mitochondries, des gouttelettes de substrat lipidique ou des granules de glycogéne, des
lysosomes, l'appareil de golgi, des ribosomes, etc. Les paragraphes précédents
fournissent donc un bref apergu de I'importance capitale du maintien de I'organisation
tissulaire dans la synchronisation des membranes, canaux, récepteurs, réservoirs,
filaments, ions, organites, substrats, leucocytes et autres éléments permettant

'accomplissement des fonctions musculaires.

1.2.3 L’échafaudage des fibres musculaires, le cytosquelette

L’organisation tissulaire fine rendant possible la coordination des unités contractiles a la
structure musculaire est critique a la génération de la force et a la pérennité des fibres
musculaires. Le cytosquelette solidifie I'architecture musculaire, accommode la structure
lors des variations géométriques associées a la contraction et il fournit un ancrage aux
sarcomeres permettant la transmission de la force au sarcolemme, puis ultimement, a la
matrice extracellulaire. Il est dynamique et permet de préserver l'intégrité musculaire face
au stress encouru lors de la contraction, de positionner des organites cellulaires, de rendre
possible la myogenése, d’orienter les myotubes lors de la régénération, etc. Au-dela de
leurs réles structuraux, plusieurs protéines cytosquelettiques pourraient revétir des roles
reliés a la signalisation moléculaire et a I'expression génique (23,24). Les fonctions de ces
protéines doivent donc étre considérées non-seulement en terme de maillons d’une
chaine structurale mais aussi de relais signalétique de ce réseau, qui compte le

cytosquelette extra-myofibrillaire, extra-sarcomérique et intra-myofibrillaire.

Concretement, le cytosquelette extra-myofibrillaire est d’abord formé par le dystrophin-



glycoprotein complex (DGC). Cet hétéro-oligomére regroupant un large éventail de
protéines a comme fonction d’intégrer les costaméres au sarcolemme, de connecter
structuralement les filaments d’actine au sarcolemme et de protéger ce dernier du stress
mécanique lors de la contraction. Le DGC est subdivisé en trois sous-complexes, le
dystroglycan, le sarcoglycan-sarcospan et le dystrophine-syntrophine-dystrobrevine.
Quoique non-requise théoriquement pour I'assemblage des costameéres, la dystrophine est
un élément mécanique multidimensionnel y étant enrichi via un couplage au filament
costamérique d’y-actine (25). Les costaméres sont des complexes de protéines
subsarcolemmales qui intégrent physiquement les disques Z des sarcoméres au
sarcolemme, maintenant l'uniformité de la longueur de sarcoméres adjacents durant la
contraction ou I'étirement et minimisant le stress mécanique transmis aux membranes. Le
constituant principal est le complexe intégrine-vinculine-taline, concentré a la jonction
neuromusculaire et myotendineuse mais également retrouvé uniformément au
sarcolemme (26). Les intégrines sont des glycoprotéines hétérodimériques
transmembranaires qui se présentent sous une multitude de combinaisons de sous-
chaines et de chaines a et B. Le complexe inclut aussi I'a-actinine, la desmine et un
nombre grandissant de protéines participant ou interagissant avec le réseau
cytosquelettique. Il représente un important lien au sarcolemme dans ces régions, un point
d’ancrage des filaments intermédiaires, un médiateur d’interactions de la matrice
extracellulaire, un acteur de différenciation et un récepteur de la migration des myoblastes
(27). Les filaments intermédiaires font également partie du cytosquelette extramyofibrillaire
et servent entre autres a lier les disques Z de sarcoméres successifs ou de myofibrilles
adjacents (23,24,28). A cela s’ajoute un réseau complexe de microtubules multi-
directionnels sous forme d’une grille dotée d’'une instabilité dynamique, spécialement dans
la région subsarcolemmale, représentant un cytosquelette extra-sarcomérique permettant
I'intégration d’organites cellulaires variés, particulierement les noyaux (29,30). Quant a lui,
le cytosquelette intra-myofibrillaire comprend la protéine géante titine et la nébuline,
I'élastique titine relie la myosine aux disques Z et a la ligne M, tandis que la rigide nébuline
joint l'actine aux disques Z. Le disque Z, constitué d'a-actinine, est la délimitation
intersarcomérique. 1l sert d’attache aux filaments minces et fait le lien entre les
sarcomeéres. Les filaments épais sont quant a eux ancrés a la ligne M (23,24). La
description du cytosquelette sous-entend donc un réseau des protéines réciproquement

liées dans lequel le manque d’'un élément peut compromettre 'ensemble.
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Figure 1.1 Protéines sarcolemmales (A) et structure des sarcoméres (B). Tirée de (31)

1.2.4 Le déroulement du couplage excitation-contraction et de la relaxation

L’architecture musculaire et les structures cytosquelettiques représentent donc le siége de
la transmission de la force. Cette derniére est générée lors du processus d’excitation-
contraction, dont la fonction premiére est de convertir un signal électrique en un signal
chimique qui résultera en une action mécanique. A I'atteinte du seuil électrophysiologique,
le potentiel d’action créé va migrer et parcourir la membrane plasmique jusqu’a l'atteinte
des tubules transverses, véritables invaginations permettant de rejoindre les citernes du
RS qui lui sont physiquement attachées (32). Cet assemblage se nomme « triade » et
comprend deux citernes terminales du RS pour un tubule T adjacent disposé
perpendiculairement. Lors de la dépolarisation, les dihydropyridine receptors
(DHPR/Cav1.1) tapissant les tubules T agissent comme détecteurs du voltage et accusent
un changement de conformation permettant, via ses sous-unités a1s et p1a, I'ouverture

des ryanodine receptors (RYR) du RS via une interaction physique (33). De plus, RYR



encourage le flux calcique en exergant une action rétrograde sur DHPR, indépendante de
ce dit flux (34). Aussi, les protéines junctine, triadine et calséquestrine sont de puissants
régulateurs de RYR et forment un complexe quaternaire qui contribue a la stabilité de
I'état d’ouverture ou de fermeture du canal selon I'état des niveaux calciques du réservoir
(35-37). Ces étapes déclenchent la libération massive de calcium des citernes terminales
du RS vers le sarcoplasme, contributeur principal de l'influx calcique utile a la contraction,
et donc de la cascade d’événements menant a I'exposition des filaments minces au

calcium et a la contraction a proprement dit (38).

A I'état de repos, la formation de ponts croisés est impossible car le site de liaison de la
myosine sur I'actine est masqué par le complexe tridimensionnel troponine-tropomyosine.
A ce moment, la téte de myosine est dite armée. La présence du flux de calcium libéré par
RYR, qui se liera en partie sur la troponine C, engendre un changement conformationnel
du complexe troponine-tropomyosine. Ce faisant, le site de liaison de la myosine sur
'actine est dévoilé et la liaison est rendue possible. L'activité ATP-ase de la myosine est
alors stimulée et I'hydrolyse de I'adénosine tri-phosphate (ATP) en adénosine diphosphate
+ posphate inorganique (ADP) précédemment liée sur la téte globulaire de la myosine
abaisse son état énergétique. Cela permet I'inclinaison de 90° a 45° de cette derniére et il
en résulte le glissement de l'actine. Cette étape constitue le mouvement, et suite a sa
complétion, de 'ATP est de nouveau liée a la téte de myosine ce qui dissocie le pont
croisé par baisse d’affinité et rend possible de nombreux cycles de mouvement
additionnels (39). Ceux-ci atteindront de prochains sites de liaison sur l'actine. Cet
enchainement d’événements devrait se poursuivre tant et aussi longtemps que le calcium
et les substrats énergétiques seront disponibles, dans les limites de I'amplitude des
sarcomeres et de la nature de la stimulation. Notons qu’une force peut étre produite sans
nécessairement produire de mouvement, c’est la contraction dite isométrique. De plus, il
faut étre conscient qu’avant d’'observer un mouvement vectoriel produit par la contraction,
la force produite doit se transmettre a toutes les structures musculaires. On entend ici les
lignes Z entre les sarcoméres, le cytosquelette inter-sarcomérique et inter-fibres, la
matrice extracellulaire et le tendon. Ces composantes élastiques en série et en paralléle
absorbent en quelque sorte une partie de la force appliquée jusqu’a l'atteinte de leur
propre limite de compliance, la transférant au prochain pallier structural qui fera de méme
jusqu’au raccourcissement musculaire global. Le couplage excitation-contraction se solde

notamment lorsque la stimulation du potentiel d’action cesse et que la fibre se repolarise



au potentiel membranaire de repos. C’est ultimement le retrait d’ions calciques du milieu
sarcoplasmique principalement par les ATP-ases du RS qui rétablira le gradient calcique
de repos et qui, en quelques millisecondes, ménera a la relaxation suite a la dissociation
du calcium des sites de la troponine C. Ces pompes responsables du remplissage du
réticulum sarcoplasmique et permettant un gradient calcique 10000 fois supérieur par
rapport au milieu cytosolique sont connues sous le nom de Sarco/endoplasmic reticulum
calcium-ATPase (SERCA). Elles sont en partie responsables de maintenir la cellule a une
concentration calcique de 107M, comparativement & 10°M lors d’une contraction, tandis
que le RS et le milieu extracellulaire se trouveront a environ 10>M (40,41). Le principal
régulateur associé aux pompes SERCA est phospholamban (PLN), un inhibiteur qui peut
étre renversé selon deux éventualités. Dans un premier temps, par une élévation du Ca?*
cytosolique et autrement, via des sentiers de signalisation ot PLN sera phosphorylé aux
sites Ser16 et Thr17 de son domaine N-terminal cytosolique. En ce qui concerne le site
Ser16, cela peut survenir par la voie protéine kinase K (PKA). Il est également
phosphorylable au site Thr17 par la voie Ca®‘/calmodulin dépendant kinase (CAMKII)
[106, 110, 125-128]. Au-dela des pompes SERCA et de la contraction/relaxation, la fine
régulation de ce gradient ionique est contrélée par plusieurs autres acteurs et est capitale

pour la survie et la fonction de la cellule a plus long terme.

1.2.5 La signalisation du calcium, de physiologique a pathologique

Capitale pour la résolution de la contraction a court terme, la gestion du niveau de calcium
cytosolique est en outre au coeur de plusieurs processus signalétiques. Initialement
déterminé lors de [l'expression du programme geénétique lié au développement
embryonnaire par des facteurs myogéniques intrinséques, le phénotype sera aussi modulé
par des parameétres neuraux, mécaniques, hormonaux et métaboliques (7,8,42). Second
messager ubiquitaire, le calcium influence entre autres la signalisation cellulaire qui
détermine et maintient la nature du phénotype musculaire, un régulateur de sa plasticite.
Par exemple, le niveau de calcium cytosolique est plus élevé dans les fibres lentes que
rapides. Le calcium peut se lier a la protéine intermédiaire calmoduline, ce qui engendre la
phosphorylation ou la déphosphorylation de cibles signalétiques associées a la régulation
du phénotype. Par ailleurs, la liaison du calcium régule en partie la phosphatase
calcineurin (CaN) faisant partie de la voie CaN / nuclear factor of activated T-cells (NFAT),

aussi impliquée dans la spécification pro-oxydative. D’autre part, la Ca®"/calmodulin-



dependent protein kinase (CaMK) est en partie dépendante de la liaison au calcium pour
jouer son réle d’activatrice du myocyte enhancer factor-2 (MEF2), qui cause ultimement la
phosphorylation et I'exportation nucléaire des histone deacetylases (HDAC) qui sont
impliqués dans le phénotype. Réunissant des signaux de CaMK et CaN, la transcription du
peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-a (PGC-1a) est donc
aussi intimement reliée aux niveaux calciques (42). Ces éléments signalétiques soulignent
donc des effets de mouvements calciques transitoires et chroniques sur la physiologie

musculaire au-dela de la contractilité.

Lorsque ces niveaux calciques cytosoliques sont déréglés en termes absolus et dans une
dimension temporelle prolongée, dans les environs de la centaine nanomolaire, ils
peuvent activer des voies revétant un potentiel réle délétére pour la cellule musculaire
menant a la dysfonction mitochondriale ou a la défaillance de I'autophagie, par exemple
(43). La dérégulation du calcium est un phénoméne sous-jacent a la myotoxicité de
certaines toxines comme la cardiotoxine et a la pathophysiologie musculaire lors de
'hypoxie, la septicémie, la cachéxie, la sarcopénie, linsuffisance cardiaque et les
dystrophies musculaires (44). Un mode d’atteinte aux protéines musculaires est la
protéolyse via les calpaines suite a l'atteinte de concentration calciques élevées de
maniére soutenue. Les calpaines sont des non-lysosomal Ca?-dependent cysteine
proteases et le tissu musculaire squelettique en contient trois isoformes; mu-calpaine, m-
calpaine et calpaine-3. Grace a leur activité de clivage, les deux premiéres formes
seraient des médiateurs de différents événements cellulaires comme la myogenése, la
différenciation, ainsi que ’homéostasie et la mort cellulaire. Calpaine-3, quant a elle, serait
plus particulierement dédiée au remodelage sarcomérique, son substrat préférentiel étant
les protéines du cytosquelette. Les calpaines ne seraient pas aptes a dégrader les
protéines en acides aminés ou méme en segments peptidiques. Leur rdle en serait plutot
un de dépliement, rendant ces chaines peptidiques accessibles au systéme ubiquitine-
protéasome pour la dégradation subséquente. Un systéme de dégradation en aval serait
donc nécessaire afin de guider les protéines suite au désassemblage par les calpaines.
L’ampleur des concentrations calciques ainsi que la durée de ces mouvements ioniques
vont déterminer la spécificité et la durée d’activation des formes de calpaines (45,46). Ces
concentrations sont également au nombre des multiples facteurs internes pouvant
enclencher la signalisation de mort cellulaire préprogrammée; I'apoptose. Dans ce cas,

une élévation prolongée du calcium cytosolique au-dessus des seuils physiologiques peut
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induire indirectement des mécanismes apoptotiques lors de la surcharge calcique des
mitochondries entrainant une libération de facteurs pro-apoptotiques (47). Cette section
survolant le réle du calcium a titre de second messager illustre bien les répercussions de
perturbations dans sa gestion telles que répertoriées dans les hypothéses modernes de la
pathophysiologie de la DMD (48).

1.2.6 Conclusion du muscle a I’état physiologique

La présente section concernant le muscle squelettigue en contexte physiologique a
d’emblée abordé sa polyvalence et sa plasticité, puis a touché ses degrés d’organisation
et son hétérogénéité en terme de types cellulaires y étant hébergés. Ensuite, le
cytosquelette, le couplage excitation-contraction et la relaxation ont été traités.
Finalement, le réle du calcium a titre de second messager a été évoqué. La bréve
introduction de ces thémes cache une haute complexité et une fine interaction permettant
de conserver un état homéostasique et fonctionnel. A cette introduction s’ajoute des
processus significatifs non-abordés tels que la myogenese, la différentiation, I'atrophie, la
régénérescence, la synthése protéique, les myokines, la dégradation, I'inflammation, et
autres. Des défaillances ou altérations de ces fins processus peuvent mener ou contribuer
a des états pathologiques, dégénératifs, myopathiques, etc. Dans le cadre de la présente
thése, lintroduction couvrira désormais plus en détails la myopathie du sujet principal, la

DMD et son principal modéle de recherche pré-clinique murin.

1.3 — La dystrophie musculaire de Duchenne

1.3.1 Le portrait de la DMD, au-dela de la dystrophine

La DMD est une maladie monogénique orpheline récessive liée au chromosome X
touchant presque exclusivement les jeunes gargons (49). Elle est causée par I'absence de
la dystrophine, protéine structurale de 427 kDa arrimant les sarcoméres au sarcolemme et
jouant un réle important dans la transmission de la force des myofibrilles a la matrice
extracellulaire. Tel que discuté précédemment dans la section sur le cytosquelette, la
dystrophine est au coeur du DGC et contribue ainsi a préserver l'intégrité cytosquelettique
cellulaire contre le stress mécanique occasionné par la contraction, particuliérement de

type excentriqgue (50,51). En termes succincts, la DMD est donc caractérisée par une
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dramatique susceptibilité aux dommages reliés a la contraction générant des cycles de
régénérescence/dégénérescence musculaire accompagnés d’une infiltration leucocytaire
liée a une réaction inflammatoire chronique et générant un stress oxydatif important.
Eventuellement survient 'épuisement des cellules satellites et donc un débalancement de
la capacité régénérative au profit de la nécrose, une fibrose progressive ainsi qu’une
adiposité intramusculaire accrue. Ces événements occasionnent une dégénérescence
graduelle de la masse musculaire et de la force (49,52-54), affectant particulierement les
fibres rapides (55). Le mécanisme complexe de cette nécrose musculaire n’est toujours
pas complétement élucidé mais la fragilité membranaire au stress mécanique encourue
par I'absence de la dystrophine dans son rdle primaire de stabilisation membranaire
n’expliquerait pas complétement I'établissement et la progression de la DMD (50,51). Par
exemple, des processus altérés comme la fatigabilité, fibrose, adiposité, régénération,
vasorégulation, structure synaptique, cognition et fonction ne s’expliquent pas uniquement
par la fragilité mécanique (56). De plus, les patients DMD et les modéles animaux vivent
une phase précoce exempte de signes de pathologie, et ce, malgré I'absence de la
dystrophine (56). A la lumiére de ces observations, les multiples systémes secondaires
compromis dans la DMD seraient a la fois des conséquences et des contributeurs

significatifs de la pathologie.

Ces systémes secondaires sont donc inscrits au chapitre des hypothéses contemporaines
de la pathophysiologie de la DMD traitées dans le paragraphe suivant, au-dela de la
fragilité musculaire liée a I'absence de la dystrophine. D’'une part, la désorganisation du
cytosquelette entrainerait des micro-lésions qui altéreraient la perméabilité membranaire
et I'activité de canaux ioniques perturbant ainsi I’homéostasie (54,57,58), particulierement
calcique, événement pivot dans la DMD (59-62) qui serait méme perturbé avant la tenue
des premiers signes de dégénération (63,64). Cet influx calcique occasionnant une haute
concentration calcique intracellulaire (57,61,65—68) déclencherait I'activation de la voie
protéolytique des calpaines et subséquemment, de la voie de dégradation du protéasome
(67,69). Ces événements résultent en la destruction de composantes membranaires,
favorisant a leurs tours l'entrée calcique et de macromolécules, contribuant a la
dégénérescence. D’autre part, ce dommage et cette nécrose stimuleraient linfiltration
leucocytaire chronique, accompagnée de ses dommages collatéraux et libération de

facteurs et molécules pro-inflammatoires ou pro-oxydatives diversifiés (56). Cette réponse
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immunitaire, activée par les molécules endogénes libérées par le tissu lésé, pourrait
amplifier et non résoudre la pathologie, tel qu’illustré par la déplétion des neutrophiles ou
macrophages diminuant significativement les dommages dans les muscles dystrophiques
(566). Simultanément surviendrait une dysfonction de la perméabilité du pore de transition
mitochondriale (70,71) menant a la production de radicaux libres via 'enzyme NADPH
oxydase, entretenant une fois de plus la réciprocité entre le stress oxydatif, dommage
cellulaire et l'influx calcique (72—78). Cet influx calcique extracellulaire serait causé par
une altération des canaux store-operated calcium entry (SOCE) et transient receptor
potential-canonical (TRPC), des hémicanaux connexines 39/43/45 (79) et des canaux
dépendants de I'étirement (57,80-82). D’autre part, ce débalancement serait couplé, a
l'interne, a une fuite du réticulum sarcoplasmique via le IP3 inositol 1,4,5-triphosphate
receptor (IP3R) et la s-nitrosylation ou la s-glutathionylation de RyR (83,84). L'importance
de 'homéostasie calcique est bien décrite par le fait qu’en conditions physiologiques la
surexpression de TPRC2 est suffisante pour augmenter la concentration calcique
intracellulaire et engendrer un phénotype partiel de dystrophie musculaire (85). Le méme
principe vaut pour la stromal interaction molecule-1 (STIM-1), composante de SOCE qui
agit a titre de senseur du calcium du RS, pour qui un gain de fonction peut mener a un
influx problématique (34,86). Aussi, les ATPases SERCA accuseraient des
dysfonctionnalités dans les muscles dystrophiques sous la forme d’'une baisse d’activité,
contribuant a leur tour a la perte d’homéostasie ionique par la recapture calcique
compromise (87). En conditions dystrophiques, la surexpression de SERCA ou d’un
mutant de perte de fonction des TRPC6 amenuise la dégénération musculaire en
optimisant la gestion du Ca®* (88—90) tandis que de fagon similaire, les muscles du larynx
surexprimant de fagon naturelle SERCA sont épargnés (91). Dans la méme ligne de
penseée, la pathologie de la DMD est absente dans les muscles extraoculaires, résistance
conférée par la gestion intrinséque de I'homéostasie calcique (92). Un exemple
supplémentaire réside dans le fait que le processus nécrotique engendré par la perte de
’homéostasie calcique est diminué pour la souris mdx surexprimant calpastatin, un
inhibiteur endogéne des calpaines (93). Finalement, la dystrophine est un acteur de
signalisation au cceur des complexes costamériques dystrophine-glycoprotéines et
intégrine-vinculine-taline-laminine (23,94), dont I'absence méne la perte du complexe
associé a dystrophine, déstabilise le réseau de costameéres et perturberait non seulement
des protéines de gestion du calcium mais de la signalisation cellulaire associée a la

perfusion, a la méchanotransduction ou a des modifications post-traductionnelles. Au final,
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les hypothéses contemporaines de la pathophysiologie de la DMD réconcilient ces
différents aspects structuraux, calciques, physico-chimiques et signalétiques dans un
mécanisme intégrateur dont les parties en aval et en amont sont inévitablement interreliés,
mais dont la chronologie et contribution exactes a la dégénération et la faiblesse sont a

démontrer (48).

1.3.2 Les déterminants de la faiblesse des fibres musculaires dystrophiques

En parallele a ces mécanismes pathophysiologiques, survient la faiblesse musculaire
caractéristique de la DMD. La perte de matériel contractiie au profit de tissus
collagéniques et adipeux suite a la nécrose ne serait pas l'unique déterminant de la
diminution de la force spécifique retrouvée dans les muscles squelettiques dystrophiques.
Outre les nombreuses données animales, ceci est illustré par la normalisation de la force
générée en fonction de l'aire de surface contractile disponible pour des patients DMD
mesurée par technique d’imagerie corrigeant pour linfiltration adipeuse, montrant que
méme en présence de quantité de tissu contractile équivalente, il y a réduction de la
qualité musculaire dans tous les groupes musculaires testés (95,96). En termes généraux,
les raisons avancées pour cette baisse de qualité comprennent une capacité contractile
compromise, une réduction et un délai de la transmission de la force a la structure
cytosquelettique, un désalignement des fibres et la modification des propriétés passives
musculaires comme la rigidité dépendante entre autres du cytosquelette et du contenu
fibrotique (95,97). Parce que les présents travaux se concentrent sur le jeune modéle mdx
durant sa premiére phase de dégénérescence ou I'’hypertrophie compensatoire, 'oedéme,
la fibrose et I'adiposité ne sont pas significativement installés par rapport aux muscles
sains, ce sont les processus de génération de la force qui seront explorés plus en détails.
Les parameétres contributoires a la force produite lors d’'une contraction tétanique sont
multiples et comprennent notamment son état d’étirement, I'aire de surface ainsi que
'angle de pennation des fibres, le pH cellulaire, la conductivité des tubules transverses,
'ampleur de la libération calcique du RS, les statuts ioniques intra/extra cellulaires de
calcium/sodium/potassium/magnésium, la saturation et I'affinité de la troponine pour le
calcium, I'isoforme et activité ATPasique de la myosine lors processus de formation du

nombre variable de ponts croisés en paralléle, la disponibilité en substrats énergétiques
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tels que 'ATP, etc (98). C’est donc potentiellement au sein de ces éléments que la

faiblesse pourrait en partie tirer son origine.

D’emblée, la déstabilisation de la membrane occasionnée par I'absence de la dystrophine
engendre des conséquences morphologiques comme des changements a la jonction
neuromusculaire mais aussi physico-chimiques comme l'augmentation du niveau de
molécules extracellulaires variées, de calcium intracellulaire et des espéces oxygénées
réactives, ce qui pourrait avoir un réle délétéere direct sur la fonction des sarcoméres, par
'oxydation de lipides sarcolemmaux ou par la modification post-traductionnelle de
protéines membres du couplage excitation-contraction (99,100). Une publication oriente
ces éléments et les résume en démontrant que si la dystrophine joue un réle dans le
couplage excitation-contraction, ce serait en aval des processus de mouvement des
charges au sarcolemme (101). A cette étape, les fibres musculaires dystrophiques isolées
d’extensor digitorum longus (EDL) / flexor digitorum brevis (FDB) accuseraient une
altération significative de la capacité intrinséque du RS a relacher du calcium dans le
cytosol qui serait réduite d’environ 25 a 70% selon I'étude et I'état de la fibre (63,102—
107), pouvant contribuer a la faiblesse musculaire d’aprés la dépendance physiologique
de la tension développée au calcium cytoplasmique, moyennant une concentration
inférieure a celle de la saturation myofibrillaire (108,109). Dans ces études, ce déficit n'est
pas relié a la propagation électrique, a une différence de structure du systéme des tubules
transverses, ou a la dépendance au voltage du relargage calcique mais bel et bien
associé a une libération calcique diminuée. Parallelement, des fibres dystrophiques pelées
isolées mécaniquement ont révélé une baisse plus rapide de la génération de force
dépendante de la dépolarisation par rapport a des fibres normales ainsi qu’'un temps de
récupération de cette réponse plus long, et ce, sans changement initial de la génération de
la force, de la recapture du calcium du RS ou des propriétés du matériel contractile
(110,111). Cette dysfonction suggére une défaillance de I'excitabilité et s’accompagne
d'une baisse de la contraction passive induite par la caféine, un activateur des RYR,
indiquant donc une fois de plus une activité diminuée des canaux de libération du calcium
du RS (112). L'expression et la fonction méme de RYR1 seraient compromises méme
dans les stades les plus précoces de la maladie et cela expliquerait en partie cette
libération calcique moindre (113). Aussi, 'expression d’autres composantes en lien avec la
libération calcique peut étre réduite dans les muscles dystrophiques, comme par exemple
celles des protéines, DHPR, FKBP12, un modulateur de RYR, de la famille des

15



calsequestrine ou encore la sous-expression drastique de I'agent chélateur sarcalumenin
(110,114-116). Ces composantes influenceraient a leur tour les réserves calciques et
donc la charge calcique potentiellement libérable du RS, qui pourrait étre compromise,
égale ou surchargée pour les RS dystrophiques, élément controversé selon le caractére
indirect ou la nature de la technique de mesure directe utilisée (82,84,115,117-121). Outre
la libération calcique, le niveau basal de calcium cytosolique mesuré dans des fibres
isolées ou en culture serait plus élevé pour les fibres dystrophiques (122), tel que discuté
précédemment dans le mécanisme nécrotique, pouvant possiblement diminuer I'amplitude
calcique disponible pour la génération de la force, encore une fois conditionnellement a
des niveaux inférieurs a la saturation myofibrillaire. Des niveaux de calcium cytosolique
élevés sont souvent qualifiés d’événements intermédiaires dans la DMD et sont d’ailleurs
associés au développement de plusieurs maladies musculaires qui comprennent de la
faiblesse (123,124).

Certaines études mitigent toutefois les découvertes précédentes en mettant de I'avant une
différence non-significative dans 'amplitude des courants calciques reliés a des potentiels
d’actions pour les fibres dystrophiques (67,125,126), illustrant les limites et la variabilité de
ces techniques de mesures ioniques, tandis que certains travaux précisent que la
présence d’altération de l'amplitude des courants calciques n’apparait que suite a
plusieurs contractions tétaniques, incorporant les notions de résistance a la fatigue ou
d’excitabilité en contexte de contractions répétées (122). Quant a elle, une étude récente
démontre I'hétérogénéité des fibres de muscles dystrophiques en distinguant une sous-
population de morphologie normale d’'une sous-population malformée, et c’est dans cette
derniére catégorie de fibres que l'on retrouve une baisse d’ampleur de la libération
calcique liée a un potentiel d’action (127). D’autre part, des investigations sur les
contractions excentriques répétées suggérent que la perte de force immédiatement
encourue est associée a une excitabilité réduite et non a une baisse de transmission
neuromusculaire ou a une défaillance dans le couplage excitation-contraction ou une perte
de fonction myofibrillaire (128). Progressant en aval du couplage excitation-contraction
dans la compréhension de la faiblesse, des expériences sur molécules de myosine isolées
montrent une fonction égale pour les fibres dystrophiques par rapport aux fibres saines en
ce qui concerne la vélocité de propulsion du filament d’actine ou la force de la myosine, et
ce, malgré une baisse de force spécifique des lanieres de diaphragme dystrophiques en

contractilité ex vivo (129). Par contre, d’autres travaux suggérent un retard significatif dans
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le temps de saturation du complexe Ca?*-troponine C et un temps raccourci d’attache des
ponts croisés (108,109). Ces travaux supplémentaires augmentent la complexité
d’interprétation de I'état du couplage excitation-contraction des muscles dystrophiques
mais semblent néanmoins converger vers la conclusion que ce processus serait perturbé

a plusieurs étapes distinctes.

En dépit de la nature controversée de certaines évidences et les limites des techniques
expérimentales, il semble y avoir un consensus quant a la présence de dysfonctions dans
le couplage excitation-contraction en aval des processus de mouvements des charges au
sarcolemme, représentant donc de potentiels déterminants de la faiblesse musculaire des
muscles dystrophiques. Ces altérations peuvent provenir de modifications post-
traductionnelles pouvant les influencer directement dans leur micro-environnement mais
aussi via la perte de l'intégrité membranaire affectant I'expression et la fonction méme des
protéines et structures y étant hébergées. Le double regard nécrose-faiblesse nécessite
de plus amples recherches pré-cliniques dirigées vers la compréhension des phénoménes
rapidement réversibles et des mécanismes intimement liés a I'absence d’intégrité
structurale encourue par 'absence de la dystrophine. Tester ces variables de maniére
prédictive, rigoureuse et reproductible nécessite des devis expérimentaux pré-cliniques et

cliniques valides.

1.3.3 Un continuum de modéles expérimentaux sur la DMD

Le succés de ces devis expérimentaux cliniques sur de nouvelles modalités
thérapeutiques est relié a I'échafaudage précis des criteres d’évaluation, de la mise en
marche coordonnée des opérations, du recrutement adéquat des patients, de I'adoption
des meilleures pratiques cliniques, de protocoles standardisés, etc. Malgré I'expertise
présente dans ces champs, les taux de succeés translationnel de composés pré-cliniques
prometteurs demeurent marginaux. En amont de ces facteurs, la translation des résultats
est d’'abord dépendante de la validité, la valeur prédictive, la reproductibilité et la
méthodologie des modeles pré-cliniques (130-132), ce qui optimise la valeur scientifique,
éthique et économique de la recherche. Les mécanismes de la pathophysiologie de la
DMD ainsi que les approches thérapeutiques lui étant reliés sont investigués en partie
grace a une soixantaine de modéles animaux disponibles, principalement rongeurs et
canins. Parmi ceux-ci, le modéle murin mdx classique, muté sur I'exon 23 (133), est

largement accepté a titre de modéle précoce et plusieurs découvertes sur la DMD en sont
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issues, notamment grace a la possibilité de générer des modéles transgéniques
double/triple et d’initier des expériences a grande échelle moyennant des ressources
raisonnables. Lors du premier cycle de dégénérescence suite au sevrage vers I'age de 3-5
semaines, la nécrose musculaire est particulierement présente et accompagnée d’une
infiltration leucocytaire importante, rendant I'étude de composés thérapeutiques possible a

court terme (49).

Au-dela de ces études a court terme, la principale limite du modéle mdx est que certaines
caractéristiques physiques de la souris adulte paraissent normales et s’éloignent du
portrait clinique dégénératif de la DMD, et ce, couplé a une espérance de vie qui n’est que
légérement raccourcie. A I'exception du diaphragme, la régénération permet un phénotype
non-progressif des muscles des pattes en plus de ne pas comporter de fibrose
significative jusqu’a un age avancé (134). En effet, en dépit d’'une fragilité structurale
persistante, 'hypertrophie compensatoire des muscles des pattes permet aux mdx adultes
de développer des forces absolues normales dans le cadre de plusieurs tests musculaires
fonctionnels, jusqu’a l'apparition d’'une dégénération en age avancé, age qui s’écarte
néanmoins du caractere pédiatrique/adulte de la DMD. Tester l'efficacité de traitements
chroniques est donc mitigé pour la mdx car certains paramétres d’intérét s’améliorent
indépendamment du traitement par divers mécanismes compensatoires. Ces phénoménes
sont les cibles de la création de modeles transgéniques séveéres dont 'objectif est de se
rapprocher du phénotype des patients vivant avec la DMD. Ces modeéles transgéniques
visent, entre autres, a contrecarrer des mécanismes compensatoires comme la réserve de
cellules satellites, la longueur des téloméres et les protéines structurales clés

naturellement surexprimées dont l'utrophine dans la lignée mdx.

1.3.4 L’utrophine, protéine homologue de la dystrophine

L'utrophine et la dystrophine possédent une haute similarité structurale et sont
fonctionnellement interchangeables au sein des costaméres (135,136). En effet, toutes
deux peuvent stabiliser le sarcolemme et pallier aux dommages induits par la contraction
en liant les filaments d’actine au sarcolemme (51,137,138). A titre de comparaison, leurs
structures partagent un domaine de liaison a I'actine en N-terminale, une région centrale
de répétitions de spectrines et en C-terminale, un domaine de liaison au dystrophin-

associated protein complex (DAPC) (139). Des études biochimiques suggérent que les
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deux protéines difféerent quant a leur mode de liaison a I'actine et aux B-dystroglycanes car
l'utrophine ne posséde pas exactement la méme grappe de répétitions de spectrines
basiques du domaine central de la dystrophine. Des expériences de liaison ont toutefois
démontré une grande affinité de liaison a I'actine, soit 1 utrophine pour 14 monomeres
d’actine (140). En situation physiologique, l'utrophine se retrouve principalement a la
jonction myotendineuse, jonction neuromusculaire et dans les régions extrasynaptiques
sarcolemmales de fibres en régénération (138,141,142). En contexte de dystrophie
musculaire, les niveaux d’utrophine sont distribués de maniere uniforme au sarcolemme et
sont corrélés avec la sévérité de la maladie pour les patients de la dystrophie musculaire
de Becker (Becker muscular dystrophy, BMD) et DMD a titre de phénoméne
compensatoire (143,144). Pour la mdx, I'apparition de la maladie correspond a la baisse
d’utrophine au sarcolemme (145). Par ailleurs, une relation dose-dépendante existe entre
les hauts niveaux d’utrophine et 'amélioration de la pathologie conférée par son bénéfice
structural (146). En effet, des approches pharmacologiques et génétiques induisant
I'expression de hauts niveaux d’utrophine améliorent plusieurs paramétres phénotypiques
de la pathologie pour la mdx et possiblement les humains (137,146—-154). L’efficacité de
'utrophine est le mieux illustrée grace au modeéle Fiona, une souris mdx qui surexprime
l'utrophine a des hauts niveaux ou l'on retrouve un rétablissement complet de la force
maximale spécifique et de la résistance aux contractions excentriques de 'EDL (146). A
titre de comparaison, la quantité d'utrophine nécessaire a compenser la dystrophie
musculaire serait 2 fois inférieure a la celle de dystrophine requise pour le méme effet,
soulignant ses capacités (140). Finalement, fait intéressant témoignant de la pertinence
physiologique de 'utrophine, les fibres dystrophiques de phénotype lent sont partiellement
protégées de la dystrophie et bénéficient de niveaux d’utrophine supérieurs aux fibres
rapides (155). Basée sur ce rationnel, la lignée doublement délétée en dystrophine et en
utrophine (mdx/utr-/-) a été générée, cette modification génétique aggrave la

dégénérescence et engendre un modéle expérimental dystrophique sévere (156).
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Figure 1.2 Structure de la dystrophine et de l'utrophine. Tirée de (157).

1.3.5 Le modéle mdx délété ou haploinsuffisant en utrophine

La lignée mdx/utrn-/- accuse un poids de corps diminué, une nécrose accentuée, une
fiborose augmentée, une espérance de vie réduite et autres symptdmes musculo-
squelettiques et cardiaques (135,156,158-160). Cependant, la courte espérance de vie
couplée a la difficile reproduction de la lignée engendre des difficultés techniques pour le
lancement d’études prolongées a grande envergure. Aussi, certaines critiques sont
dirigées vers le fait qu'une absence compléte d’utrophine n’est pas fidéle au phénotype
des patients qui comprend une augmentation intrinséque de la protéine, tel que discuté
plus haut. La lignée mdx haplo-insuffisante pour l'utrophine (mdx/utrn+/-), est issue de
cette réflexion. Le postulat initial a 'égard de cette lignée est quelle serait dotée d’une
utilisabilité supérieure a la mdx/utrn-/- et d’'une transférabilité clinique accrue par rapport a
la mdx due a son phénotype intermédiaire. Suite a sa genése, un nombre limité de
laboratoires ont effectué des expériences de validation du modéle a différents ages
d’intérét, et ce, en grande majorité en ce qui concerne la fonction de I'animal entier et la
caractérisation histologique de divers groupes musculaires. Globalement, ces études ont
démontré que la mdx/utrn+/- posséde une espérance de vie légérement inférieure a la

mdx et suggérent un phénotype modéré quant a certaines performances fonctionnelles ou
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indices histologiques de dystrophie, particulierement les mesures inflammatoires et
fibrotiques (156,161-164).

Dans le cadre de la planification des travaux contenus dans cette thése sur le modéle
mdx/utrn+/-, la littérature existante a été considérée et évaluée selon des critéres basés
sur des standards révisés par les pairs et issus de consensus internationaux. Tel que
suggéreé par les recommandations dédiées a améliorer les phases précliniques en DMD
du réseau TREAT-NMD sur les maladies neuromusculaires (www.treat-nmd.eu) et autres
consensus ou articles de revue (130-132,165), les procédures sur l'outil de criblage
thérapeutique qu’est la mdx en études de preuve de concept exploratoires devraient :
inclure les données des groupes contrbles sains a titre de référence, considérer les
particularités  phénotypiques des différents groupes musculaires, utiliser un
échantillonnage conférant une puissance statistique adéquate, investiguer des ages
correspondant a différentes phases de vie, ajuster le nombre d’animaux par cage, adopter
la prise de données a 'aveugle, tester la reproductibilité des résultats dans un laboratoire
indépendant et effectuer la combinaison de tests fonctionnels, histologiques et
contractiles. Les paramétres clés des différentes lignées mdx selon ces sources sont
'espérance de vie, le poids de corps, I'activité de la créatine kinase circulante, la force de
préhension normalisée par le poids, le test de suspension, des tests de
locomotion/activité, la contractilité ex vivo/in situ, I'histologie (noyaux centraux, aire de
surface des fibres, fibrose) et la fonction cardiaque. En supplément, I'exercice ou les
contractions excentriques peuvent étre envisagés pour exacerber le phénotype. Aussi, le
score de récupération, des mesures longitudinales et [I'expression de
dystrophine/utrophine peuvent étre utilisés. A la lumiére de ces recommandations, le

tableau suivant résume les travaux publiés au sujet du modéle mdx/utrn+/-.

Zhou et 3m 3 DIA (+) DIA (=) X X X X (=) Aire fibrose non
al. 2008 QUAD (+) QUAD (=) quantitative, absence
de contréles WT dans
6m 3 DIA(®9) DIA (+) DIA (+) X X X =) rétude
QUAD (+) QUAD (+)  QUAD (+)
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Huang et
al. 2011

Van
Putten et
al. 2012

Gutpell et
al. 2015

McDonald
et al. 2015

4-15
sem en
longitu-

dinale

3m

histo

10 m

3m

12 m

17

21
20

26

DIA (=)

DIA (=)

DIA (=)

DIA (+)

TA (=)

Tri (=)
QUAD (=)
Fibrose/

nécrose

Tri

Col IV (+)
Col | (+)
Tri

Col IV (+)
Col | (=)
Tri

Col IV (+)
Col | (+)

Fonction respiratoire
(pléthysmographie)
aggravée a 6 mois
mais pas a 3 mois,
aire
inflammation/fibrose
non quantitative
Force de préhension
pattes avant
normalisée (=),
rotarod temps course
(-)>11 sem,
suspension cable 2
pattes (-) > 8 sem,
suspension cable 4
pattes (-) > 8 sem.
Tests de fonction a
haute variabilité, tests
de suspension non-
normalisés par le
poids

Comparée a la souris
WT, la mdx/utrn+/- est
significativement plus
fibrotique que la mdx/
utrn+/+, mais pas
toujours différentes
entre elles.

Mélange males et
femelles

Suspension sur grille
inversée 4 pattes
diminuée a 1 et3 m
seulement (n=6, 1-12
m), rotarod fréquence
des chutes aggravée
a 6 m seulement
(n=7-12, 1-12m)

Tableau 1.1 : Résumé des résultats sur les variables principales des travaux publiés

comparant le modéle mdx/utrn+/+ et le modéle mdx/utrn+/-. (+) représente une

augmentation significative, (-) une réduction significative et (=) une absence de différence

significative entre le modéle mdx/utrn+/+ et le modéle mdx/utrn+/-. NC ; noyaux centraux,

ASF ; aire de surface des fibres, CK ; créatine kinase sérique, Col ; collagéne, m ; mois,

sem ; semaines, Tri ; triceps, DIA ; diaphragme, TA ; tibialis anterior, GM ; gastrocnemius,

QUAD ; quadriceps X ; absence de données.



La synthése de ces études soumises aux critéres d’études de la DMD suggérés par la
littérature couverte dans le paragraphe précédent révele plusieurs limitations intrinséques
liées au design expérimental, au choix incomplet d’expériences et a la puissance
statistique associée a certaines expériences. Notamment, I'hétérogénéité des résultats
fonctionnels et I'absence de contractilité ex-vivo/in situ demeurent des questions ouvertes.
De plus, des conclusions contradictoires intra et inter-études rapportées dans le faible
nombre de publications sément le doute sur la validité du modéle en ce qui a trait a sa
sévérité en comparaison a la mdx (156,161-164). Finalement, les études comportant des
contréles sauvages permettent de vérifier la justesse des outils de discrimination du
phénotype dystrophique validant le modéle mdx pour certaines variables. Quoi qu’il en
soit, il semble y avoir une certaine convergence quant a la pertinence du modéle
mdx/utrn+/- pour I'étude des processus ou thérapies anti-inflammatoires/fibrotiques mais
les répercussions réelles sur la fonction musculaire, variable déterminante pour les études
sur la DMD, sont inconnues. Devant cette problématique, I'objectif principal du chapitre 2
de la thése est de contribuer a PPavancement des pratiques pré-cliniques de la
communauté de la recherche en DMD en comblant ce manque d’information par le
biais de notre caractérisation du modéle mdx/utrn+/- en terme de fonction et de
contractilité, en plus d’investiguer des parameétres discriminant la souris
dystrophique de la souris saine en fonction de I’age. Ces travaux ont été la base du
choix du modéle pour les expériences subséquentes de la thése, étape essentielle dans
I'élaboration d’'un protocole expérimental. Les résultats ont été publiés en juin 2018 dans

le journal PLOS ONE et se retrouvent en page 42 de la thése.

1.4 — L’émergence d’interactions os-muscle

1.4.1 Diaphonie muscle-os dans la DMD

Le muscle squelettique et I'os se développent, agissent et vieillissent a 'unisson (166). Au
chapitre de I'évolution en tandem, l'ostéoporose et I'atrophie/dysfonction musculaire se
déroulent simultanément lors de rlhypogravité, lalitement, la paralysie locale, le
vieillissement et certaines maladies neuromusculaires (167—-171). Fait notable, la DMD
comprend une dégénérescence en tandem de la fonction musculaire et de la densité

osseuse (172). La dysfonction musculaire est en effet associée a une fragilité osseuse qui
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occasionne une prévalence de fractures accrue, représentant une problématique clinique
considérable (173-175). En supplément de cette cohésion mutuelle intrinseque a la DMD,
est survenue la reconnaissance d’effets ostéotoxiques des glucocorticoides, la norme de
soins toujours en vigueur pour la DMD (176-178). En fait, cette perte de fonction osseuse
est multifactorielle car elle comprend également I'effet de la sédentarité (179). Au-dela de
la relation mécanique dynamique qui unit I'os et le muscle, des interactions moléculaires
pourraient déclencher des sentiers signalétiques menant a l'inflammation, a la fibrose et a

la dégradation protéique (180).

OPN
RANKL
Osteokines L oio Cytoklne '

Myokines
Wnt/p-catenin :

IGF-1 o
OPG *;;, ,'
TGF-p i
IL-6
J

" o
Osteopenic/ Dystrophic

osteoporotic muscle
bone

Activated
immune cell

Figure 1.3 Ostéokines, cytokines de double-origine et myokines. Tirée de (181)

Dans ce contexte, les muscles et les os produisent un sécrétome de cytokines composé
de facteurs de croissance, de signaux de remodelage matricielle, de molécules
inflammatoires, etc. (11,182,183). Ces molécules libérées, nommées myokines et

ostéokines, suggérent I'existence de dialogues et d’interactions paracrines/endocrines
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(175,184-188). A laide de modéles animaux dystrophiques, une équipe a d’ailleurs
spécifiquement démontré des altérations des niveaux de I'expression musculaire de plus
de 24 myokines ayant la capacité d’influencer l'os, contribuant a cette notion d’influence
réciproque (189). Malgré des évidences fragmentées de ce dialogue, aucun ouvrage
moderne ne fait explicitement converger les découvertes récentes dans la DMD. De plus,
certaines équipes se penchent sur des traitements musculaires limitant les effets négatifs
sur l'os, des traitements bénéfiques a la fois pour les muscles et les os ou méme des
traitements bénéfiques basés sur les interactions muscle-os dans la DMD. Une fois de
plus, aucun article ne passe en revue les principales approches thérapeutiques novatrices
dans le domaine. Devant cette problématique, I'objectif principal du chapitre 3 est
d’aborder la nature de la dégénérescence musculaire et osseuse conjointe de la
DMD, puis d’intégrer les interactions moléculaires bi-directionnelles et les avenues
thérapeutiques ayant le potentiel de traiter les deux tissus simultanément, incluant
I’émergence de la voie RANK/RANKL/OPG. Ces travaux ont été publiés en octobre
2018 dans la section Muscle and Bone du journal Current Osteoporosis Reports et se

retrouvent en page 66 de la thése.

1.5 - RANK/RANKL/OPG, le gouverneur de I’'os

Participant considérable de cette diaphonie muscle-os, I'os est un tissu spécialisé d’'une
composition structurale complexe permettant ses fonctions mécaniques et métaboliques.
La triade RANK/RANKL/OPG est une voie importante de la biologie du remodelage
constant nécessaire a la maintenance de ce tissu, accompagnée et influencée par
d’autres voies comme celle de la vitamine D ou des hormones parathyroidienne ou
stéroidiennes, etc. (190-192). Elle comprend RANK, RANKL et OPG (193), qui sont
membres de la superfamille du tumor necrosis factor (TNF) et forment un systéme de
cytokines régulant la différenciation et la fonction ostéoclastique (194,195). Lors du
remodelage osseux qui survient au cceur de nombreux sites microscopiques, les
ostéoclastes sont responsables de la déminéralisation et la résorption osseuse tandis que
les ostéoblastes contribuent a la production, maturation puis minéralisation de nouveau
tissu osseux, le tout dans une régulation réciproque (190-192). La liaison RANKL/RANK a
des monocytes précurseurs d’ostéoclastes induit la formation d’ostéoclastes multinucléés

matures menant a la dégradation osseuse (190-192). En se liant a RANKL, I'OPG

25



prévient l'interaction subséquente sur RANK, l'ostéoclastogenése et donc 'ostéoporose
dans certaines situations (196). Un exemple concret de la portée physiologique de cette
balance est que la surexpression d’OPG induit I'ostéopétrose tandis que les souris
déficientes en OPG souffrent d’ostéoporose sévere (197,198). Le ratio RANKL/OPG dans
le microenvironnement osseux est donc un facteur de remodelage décisif de I'architecture,
la masse, la densité, la force et I'intégrité de I'os (190-192). De par son réle capital dans
’homéostasie osseuse, des mutations au coeur de la triade sont a l'origine de maladies
comme [|'ostéopétrose autosomale récessive, l'ostéolyse expansive familiale, ou la
maladie de Paget juvénile (190-192). Aussi, les études génétiques de la signalisation
RANK/RANKL/OPG ont révélé son implication dans des contextes physiologiques ou
pathologiques en dehors de l'os tels que lartériosclérose, larthrite rhumatoide, le
développement des ganglions lymphatiques, l'activation des cellules immunitaires T et

méme le tissu musculaire (190,199).

26



Multinucleated
Osteoclast

Activated
Osteoclast

2 Pre-Fusion
ﬁ Osteoclast =

Macrophages | \O (4

Osieoblostsm —

Bone Formation

> RANK
@ & N 55— OPGboundto
Q - RANKL (blocking

J P V} R 7 its interaction
& with RANK)

Bone Resorption

Bone Formation Bone Resorption Inhibited
Normal OPG-APOE transgenic OPG knockout = RANKL knockout RANK knockout

Figure 1.4 Représentation schématique de la triade RANK/RANKL/OPG et répercussions

de la manipulation de ses éléments sur la densité osseuse. Adaptée de (200).

1.5.1 RANK/RANKL/OPG comme acteur signalétique musculaire

Au-dela du siege original de cette triade régulatrice, 'ARN messager ou encore les
protéines RANK, RANKL et OPG ont été répertoriés dans les muscles lisses, cardiaques
et squelettiques, témoignant de la faisabilité de leur implication musculaire (201-204).
Notre laboratoire a précisé la présence du récepteur RANK au sarcolemme des muscles
squelettiques, localisation rendant possible la tenue d’interactions avec le RANKL soluble
circulant s'’il traverse les capillaires, et a confirmé que les cellules musculaires ont la
capacité de libérer de 'OPG a titre de potentielle myokine (194,205). D’ailleurs, I'étude des
cytokines systémiques suivant un protocole de contractions excentriques du quadriceps
humain a révélé une augmentation dans le ratio OPG/RANKL (-RANKL,+OPG), possible
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réaction anti-inflammatoire compensatoire selon les perspectives des auteurs (206). Quant
a la complétion d’'un marathon de course a pied, il a été démontré qu’elle influence
positivement le ratio sérique OPG/RANKL (-RANKL,+OPG), phénoméne lié¢ a la
stimulation mécanique ou hormonale de I'exercice, une fois de plus sans ajouter de
précision quant a la provenance de la modification de ces cytokines qui pourrait inclure le
muscle squelettique (207). Fait intéressant, une équipe a récemment précisé a l'aide de
cultures de cellules musculaires primaires humaines qu’a titre de myokine, 'OPG serait
excrétée spécifiquement par les fibres rapides de type Il et exercerait une action anti-
inflammatoire sur des tissus distaux, dans ce cas le pancréas (208). Une autre piste est un
gu’un protocole de stimulation musculaire électrique dans un modéle de blessure spinale
permet une protection partielle de la perte osseuse associée, entre autres, a une
augmentation du ratio sérique OPG/RANKL (+OPG) (209). Du co6té du
microenvironnement muscle-os, un modéle de paralysie musculaire a la toxine botulique
n’affectant que minimalement la cinématique et tension de marche, tentant de dissocier
I'effet de la perte de fonction musculaire de la perte de locomotion mécanique sur l'os, a
accusé une perte de fonction osseuse tibiale couplée a une diminution du ratio
OPG/RANKL (+RANKL) peu apres la paralysie du mollet (210). Dans leur ensemble, ces
résultats directs et indirects semblent suggérer la participation des cellules musculaires a
la résultante du ratio OPG/RANKL systémique, sans toutefois nous informer si la triade

peut a son tour influencer les cellules musculaires.

Le paragraphe précédent nous renseigne sur le fait que les connaissances sur la triade et
le tissu musculaire sont limitées mais convergent quand a la possibilité d’inscrire
RANK/RANKL/OPG au tableau des voies communes aux muscles et aux os. En ce qui a
trait a des voies en aval de RANK, plusieurs redondances musculaires ont émergees,
notamment au sujet de sentiers signalétiques osseux impliquant les protéines aussi
retrouvées en contexte musculaire (TRAF6, JNK, MAPK, ERK, Akt, Src, Wnt, IKK, PLC,
NF-kB, CaN, NFAT) (190,191,199). Dans l'os, linteraction RANKL/RANK provoque
I'oligomérisation de RANK et active la signalisation cellulaire conférée par le recrutement
de tumor necrosis factor receptor-associated factor (TRAF). Plus précisément, le domaine
cytoplasmique de RANK peut lier TRAF2/5/6, induisant I'activation de la cascade cellulaire
de i kappa-B kinase (IKK) / nuclear factor kappa-B (NF-kB) et nombre de programmes de

transcription associés a I'ostéoclastogenése (211). Plusieurs de ces acteurs sont présents
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dans les cellules musculaires et sont impliqués dans des processus cruciaux comme la
différentiation, la myogenése, la synthése protéique, la régulation de la masse,
’homéostasie énergétique, la détermination du phénotype, etc (42,212,213). Ces voies
peuvent également médier ou contribuer a certaines situations délétéres ou
pathologiques. D’abord, nos travaux sur le récepteur RANK en contexte de dénervation
sciatique ont révélé que la délétion spécifique de RANK musculaire prévenait en partie la
perte de force spécifique en réduisant la masse musculaire sans augmenter la force
absolue, en plus d’influencer 'homéostasie calcique du muscle EDL (205). D’autre part,
dans des modéles de dénervation, de jelne ou d’atrophie induite par le dexaméthasone,
la délétion ou linhibition spécifigue musculaire de TRAF6 ou d'IKK réduisent I'atrophie
musculaire et I'expression de la machinerie du systéme ubiquitine protéasome par des
mécanismes multiples (213-217). Ces exemples soutiennent [I'hypothése que
RANK/RANKL pourrait étre une variable contributoire dans la pathophysiologie du muscle
squelettique en conditions atrophiantes, et possiblement dans des maladies

neuromusculaires incluant la DMD

1.5.2 La voie RANK dans la DMD

En ce qui concerne les investigations précliniques de la voie RANK et de ses acteurs en
amont dans la DMD, les évidences sont substantielles mais linterprétation est plus
complexe. D’emblée, nos travaux montrent que '’ARNm de RANK est augmenté plusieurs
fois dans les EDL dystrophiques tandis que la délétion musculaire spécifique de RANK y
majore la force maximale spécifique tant pour la jeune souris mdx que la mdx adulte (218).
Protéine adaptatrice recrutée a RANK, les niveaux et I'activité de TRAF6 sont augmentés
tandis que son inhibition améliore la fonction et réduit la nécrose, I'inflammation ainsi que
I'activité de NF-kB de la jeune mdx (219). Découverte contradictoire, les mémes travaux
démontrent que pour la mdx adulte, I'ablation de TRAF6 accentue les dommages
musculaires et la fibrose, possiblement en compromettant I'autophagie (219). Lors de
devis expérimentaux subséquents, la délétion de TRAF6, cette fois spécifique aux cellules
satellites, aggrave le phénotype dystrophique des souris mdx adultes en compromettant la
régénération de fibres endommagées, une trouvaille cohérente avec les résultats
précédents sur la mdx adulte ajoutant une notion temporelle au mécanisme (220). En aval,
il est connu que l'activité de c-Jun N-terminal kinase (JNK) et de NF-kB sont activées pour

les patients DMD et les mdx, alimentant linflammation et la nécrose (221-226).
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Egalement, des cibles génétiques de NF-kB, telles que les cytokines pro-inflammatoires
TNF-a., interleukin-14 (IL-1B), interleukin-6 (IL-6) et inducible nitric oxyde synthase (INOS)
sont augmentées pour les patients DMD et les mdx (223,227-230). Réciproquement, les
niveaux de TNF-a augmentés dans la DMD et les mdx sont confirmés a titre d’inducteurs
de la réaction inflammatoire médiée par NF-kB (231). Conformément a ces observations,
linhibition pharmacologique ou génétique de la voie NF-kB via IKK dans la souris mdx
réduit la réaction inflammatoire, le dommage et la nécrose, menant a un gain de force
musculaire (223,232-235), possiblement via une relation réciproque entre la régulation
calcique et NF-kB (84). Finalement, des travaux récents démontrent une augmentation
drastique de 'ARNm et de la protéine RANKL dans des homogénats de tibialis anterior
(TA) dystrophiques, augmentation non-accompagnée de changements pour I'OPG,
soulevant un possible débalancement de la triade au niveau du microenvironnement
musculaire dystrophique (189). En complément, I'étude de cas d’'un traitement a
'anticorps monoclonal anti-RANKL chez une patiente vivant avec la Dystrophie facio
scapulo humérale (FSHD) a montré des gains a court et moyen termes suivant un
traitement unique, et ce, dans des tests de force, de mobilit¢ et d’apparences
symptomatiques (236). Logiquement, I'outil pharmacologique qu’est le FL-OPG-Fc se liant
a RANKL contrecarrerait I'interaction de cette molécule a son récepteur RANK et donc
I'activation subséquente de la voie TRAF/IKK/NF-kB.

1.6 — Le FL-OPG-Fc a titre de molécule d’action musculaire

1.6.1 La structure de ’OPG et son développement biomédical

L’OPG natif, ou endogéne, est une protéine constituée de 401 acides aminés qui arbore
un poids moléculaire de 60 kDa sous la forme monomérique et comprend 7 domaines
(D1-D7). En N-terminal, on retrouve un peptide signalétique dont le clivage engendre la
formation de la protéine dimérique mature. S’en suivent les domaines de liaison a RANKL
riches en cystéines D1 a D4, puis les domaines de liaison au tumor necrosis factor related
apoptosis inducing ligand (TRAIL) D5 et D6. Enfin, en C-terminal, on retrouve le domaine
de liaison a I'héparine D7 et une cystéine, tous deux impliqués dans I’homodimérisation
(196,237). L'OPG natif est d’'emblée synthétisé sous forme de monomeére pour ensuite
subir 'homodimérisation avant d’étre excrété en dimére de 380 acides aminés dans le

milieu. La conformation prédominante de 'OPG dans la circulation est controversée, elle a
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été rapportée comme principalement monomérique ou dimérique selon les techniques de
mesure (196,238-240). Cette conformation quaternaire de I'OPG est critique pour son
activité biologique, en effet, I'affinité 8 RANKL et la capacité de liaison a I'héparine sont
grandement supérieures dans le cas de conformation dimérique (241,242). En contexte
physiologique, ce sont principalement les cellules stromales ou lymphocytes B de la
moelle osseuse, les ostéoblastes, les cellules endothéliales et les cellules musculaires
lisses qui sécrétent 'OPG. Cela est entre autres destiné a balancer le ratio RANKL/OPG
et donc réguler I'ostéoclastogenése ou autres processus influencés par les niveaux de
RANKL et d’OPG (243).

Malgré l'efficacité de I'OPG natif a réguler la différentiation ostéoclastique in vitro, de
larges doses sont nécessaires a supprimer la résorption osseuse animale. En quéte
d’optimisation des propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques, la protéine a
d’abord été tronquée de ses domaines TRAIL et du domaine héparine car ils causent une
baisse des niveaux circulants de par des liaisons non-spécifiques. Subséquemment, le
PEG-OPG fut créé sous forme de monomere doté d’'un groupement PEG avec I'objectif
d’en augmenter la demi-vie. Parallelement, I'approche utilisant la protéine RANK-Fc fut
testée et démontrée supérieure a I'OPG natif et au PEG-OPG. Finalement, une version
améliorée de la protéine OPG fut testée en clinique sous la forme du Fc-OPG puis
remplacé par 'OPG-Fc, 20 fois plus efficace. Il est a noter que le développement
biomédical s’est arrété sur I'utilisation de I'anticorps anti-RANKL, favorisant la spécificité
dédiée aux applications osseuses (200). La création d’une protéine de fusion telle que
'OPG-Fc a pour objectif initial I'amélioration de la pharmacocinétique du composeé,
géneéralement I'augmentation de la demi-vie par 'augmentation de la taille absolue, la
diminution de la sensibilité aux protéases ou peptidases et la réduction de la filtration
glomérulaire. La fusion a un fragment Fc, domaine d’'une immunoglobuline humaine IgG,
est une approche répandue dont le taux de prolongation de la demi-vie est variable selon
le partenaire (244). De plus, dans le cas de 'OPG-Fc, le groupement Fc favoriserait le
maintien de la conformation dimérique et donc une bioactivité supérieure par une affinité a
RANKL et a I'héparine plus grande (241,242,245). Dans le cadre des études de notre
laboratoire, c’est la forme pleine longueur FL-OPG-Fc qui a été préconisée pour ses

propriétés pharmacologiques avantageuses.
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Figure 1.5 Structure de 'OPG. Tirée de (246)

1.6.2 Le FL-OPG-Fc et ses domaines au-dela de RANKL/RANK

Nos travaux antérieurs ont montré une action bénéfique d’un traitement au FL-OPG-Fc sur
la fonction musculaire et les indices de phénotype dystrophique de la mdx, amélioration
qui s’est révélée supérieure a un traitement a I'anti-RANKL, au fruncated OPG-Fc pour
ses domaines TRAIL et héparine (TR-OPG-Fc), a I'anti-TRAIL, a I'anti-RANKL et I'anti-
TRAIL combinés ou a la délétion de RANK musculaire. Par ailleurs, le traitement au FL-
OPG-Fc de la mdx délétée pour RANK musculaire a conféré un gain additionnel pour la
fonction musculaire. Aussi, certaines divergences discriminantes ont été notées entre le
traitement au FL-OPG-Fc et la délétion de RANK musculaire de la souris mdx, notamment
le fait que le FL-OPG-Fc améliore la résistance aux contractions excentriques et I'activité
maximale de SERCA, phénomeénes non-reproduits par I'approche génétique (247). Ces
observations ont donc mené a I'élaboration de I'hypothése que le FL-OPG-Fc pourrait

avoir une action biologique indépendante de son inhibition de l'interaction RANKL/RANK.

Une action biologique indépendante de la triade est d’ailleurs rapportée dans certaines
situations pour I'OPG, notamment pour l'os lui-méme, la vasculature, le systeme
immunitaire, le pancréas et les cellules tumorales (208,248). Ces implications sous-
entendent une liaison a un ligand autre que RANKL, sous la forme d’éléments
membranaires ou composeés circulants. D’abord, de par la présence des sites de liaison a
TRAIL en position D5-D6, dont I'affinité est environ égale a celle de 'OPG pour RANKL, il
a été constaté que 'OPG pouvait interférer avec la transduction du signal apoptotique de
TRAIL sur des cellules de Jurkat, lignée de lymphocytes T utilisée pour des études
oncologiques sanguines (249). De la méme maniere, 'OPG serait un facteur paracrine de

survie cellulaire de par son inhibition du signal apoptotique induit par TRAIL pour les
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cellules de myélomes multiples, de cancer prostatique et de cancer du sein (250-252).
Notons que son rdle peut étre variable en conditions oncologiques. Par exemple, 'OPG
pourrait limiter l'incidence et la croissance tumorale locale d’ostéosarcome et d’autres
maladies osseuses cancéreuses via son activité anti-RANKL (253,254). Dans un autre
registre, la présence d’'un domaine de liaison a I'héparine de 'OPG est associée a une
variété d’interactions avec des chaines de glycoaminoglycanes retrouvées sur des
protéoglycanes qui pourraient permettre un raffinement de la fonction de 'OPG dans
I'ostéoclastogenése, possiblement via une gestion de sa biodisponibilité (255,256). Le fait
que la liaison de 'OPG a RANKL ne nécessite pas le domaine héparine pour étre effective
renforcit le caractére indépendant des rdles lui étant associés (255). Dans le cas de
'ostéosarcome, la gestion de la biodisponibilité de 'OPG et donc de la dégradation
osseuse incluse dans la maladie, serait intimement liée au domaine héparine et a une
liaison & des glycoaminoglycanes, plus précisément des héparanes sulfates (256). A ce
sujet, un traitement a I'hnéparine ou a certains glycosaminoglycanes encouragent la
résorption osseuse en inhibant non-seulement la liaison de 'OPG a RANKL (257), mais en
influengant I'effet direct de 'OPG sur les ostéoblastes (258). Tous ces résultats nous
informent donc des multiples actions revétues par 'OPG pleine longueur grace a ses

domaines de liaison a TRAIL et a I'héparine.

La liaison hors-triade de I'OPG a des protéoglycanes héparanes sulfates est d’abord
soulignée par son implication dans la chimiotaxie et dans la migration des monocytes
périphériques, entre autres via la signalisation cellulaire de PKC-Pi3K/Akt, activée via son
interaction spécifique avec le protéoglycane syndécane-1 et compromise par la
dégradation des chaines d’héparanes sulfates sur la surface cellulaire (259). Dans cette
étude, les auteurs concluent que I'OPG circulant pourrait prévenir la migration prématurée
de monocytes sanguins par des facteurs chémoattractants vers une destination
inflammatoire chronique (259). C’est également par syndécane-1 que 'OPG peut avoir
une liaison directe, puis une internalisation et dégradation, au sein des cellules de
myélomes multiples, phénoméne une fois de plus dépendant des chaines d’héparanes
sulfates membranaires (260). Finalement, une partie des effets pro-angiogéniques de
'OPG seraient aussi médiés par une liaison a syndécane-1 sur les cellules endothéliales
(261). Outre la famille des syndécanes, 'OPG aurait la capacité de stimuler directement la
prolifération et la migration de cellules endothéliales dépendante d’une activation des

intégrines avB3 et avB5 et de la extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2), kinase
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reliée aux intégrines (262). Cette activation des intégrines av33 et av35 par 'OPG a été
corroborée dans les cellules de cancer ovarien, cette fois couplée a l'activation de la
signalisation focal adhesion kinase (FAK) et protein kinase B (Akt) qui atténue I'apoptose
induite par TRAIL de maniére indépendante de la liaison de 'OPG pour TRAIL (263). De
plus, au-dela des syndécanes et intégrines, plusieurs protéines de la matrice
extracellulaires de cellules vasculaires peuvent lier TOPG dont le collagene de type I/1V, la
vitronectine, la fibronectine et la laminine (264). En joignant nos observations musculaires
a la capacité structurale de 'OPG a interagir avec des ligands qui different de RANKL,
nous avons interrogé la plateforme bioinformatiques PrePPIl, une base de données
structurale sur les interactions protéines-protéines (265). En résumé, ce logiciel confirme
la haute probabilité d’interactions musculaires de 'OPG a de multiples protéines comme
des glycoprotéines, glycoaminoglycanes, protéoglycanes et autres composantes de la

matrice extracellulaire.

1.7 - Les protéoglycanes musculaires comme cible potentielle du FL-
OPG-Fc

1.7.1 Un éventail de protéoglycanes musculaires

On retrouve une variété dynamique de protéoglycanes a titre de composantes de la
membrane plasmique et de la matrice extracellulaire des fibres musculaires. lls
comprennent un coeur protéique auquel est attaché de maniére covalente un nombre
variable de chaines de glycoaminoglycanes de différentes longueurs et structures
définissant leurs actions tant locale que distante, dont les deux principales familles sont
les chrondroitines/dermatanes sulfates et les héparanes sulfates (266). En général, les
protéoglycanes sont impliqués dans plusieurs processus physiologiques, activant ou liant
une variété de protéines de liaison solubles telles que des facteurs de croissance, des
chimiokines, des récepteurs membranaires et autres éléments de la matrice extracellulaire
régulant le développement et I'homéostasie tissulaire (267-269). Quant a eux, les
protéoglycanes héparanes sulfates comprennent les perlécanes, glypicanes, agrines ainsi
que les syndécanes et sont impliqués lors de la myogenése, du développement, de la
régénération, de la modulation de I'activité et du stockage de facteurs de croissance, de la
protection de protéines contres la protéolyse, de I'adhésion cellule-cellule et de 'adhésion

cellule-matrice extracellulaire (270). Les protéoglycanes héparanes sulfates sont les
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principaux protéglycanes musculaires et peuvent étre transportés a la membrane basale,
liés dans la membrane plasmique ou encore transmembranaires comme les glypicanes et
les syndécanes (271). Cet arrangement spatial mais également temporel lors des
différents stades de différenciations permet aux protéoglycanes d’étre des molécules clés
pour les interactions avec I'environnement extracellulaire comme par exemple dans leur
coopération dynamique avec les intégrines et les récepteurs de facteurs de croissance
lors de processus cellulaires (272). Des exemples de facteurs solubles de liaison a
'héparine de I'environnement interstitiel liant les syndécanes ou les glypicanes activant
une signalisation cellulaire en aval comprennent le fibroblast growth factor-2 (FGF2), le
hepatocyte growth factor (HGF), le vascular endothelial growth factor (VEGF) et le
transforming growth factor- (TGF-B) (273). Les études de la chronologie d’expression et
de la localisation des protéoglycanes évoqués plus haut en fonction de la maturité
cellulaire ne sont toutefois pas totalement applicables au muscle dystrophique de par son
caractére régénératif en continu qui sous-entend un éventail de fibres se situant a
plusieurs stades de différentiation. Fait intéressant, certains protéoglycanes sont accrus et
requis lors de la régénération du muscle squelettique mais également augmentés dans les
muscles dystrophiques, plus particulierement au sein de leurs cellules satellites (274,275).
La fonction exacte de cette accumulation de protéoglycanes dans la physiopathologie de
la DMD est en cours d’exploration et serait liée a des phénoménes contributeurs ou
compensateurs de son évolution, selon le cas (276). Ainsi, leur régulation négative ou
positive en ce qui a trait a leur abondance ou signalisation représente un champ d’intérét
pour la recherche de perspectives thérapeutiques car au-dela de leurs réles énoncés plus
hauts, leur présence dans 'espace interstitiel leur confére aussi une implication dans la
gestion des cellules progénitrices de fibres musculaires, des cellules inflammatoires et des
cellules fibrotiques, entre autres. Dans le contexte de nos travaux sur la DMD, la proximité
spatiale et fonctionnelle des protéoglycanes a des récepteurs de facteurs de croissances
extracellulaires couplée aux découvertes de liaison ou d’activation de I'OPG aux
syndécanes et aux intégrines, protéines coopératives et synergiques (277,278), a dirigé
notre intérét sur la famille des intégrines qui pourraient médier une potentielle signalisation
outside-in du FL-OPG-Fc.

35



Proteoglycan complex

Carbohydrates

Protein

Collagen fiber

\ \ Polysaccharide
27 /

Plasma Integrin  Microfilaments
membrane of the cytoskeleton

Figure 1.6 Représentation schématique des protéoglycanes, localisation dans la matrice

extracellulaire et proximité avec les intégrines. Tirée de OpenStax Biology.

1.7.2 Les intégrines, réles et signalisation en aval

Les intégrines sont une famille de récepteurs transmembranaires hétérodimériques
constitués de combinaisons chaines o et 3, en plus des variants d’épissage des sous-
chaines. En synergie avec les syndécanes, les intégrines sont un élément majeur de la
machinerie cellulaire essentielle a Tlintégration et la réponse aux informations
environnementales physiques et chimiques (272). En contexte musculaire, la famille
d’intégrines B1 est impliquée dans la prolifération et la différentiation terminale des
myoblastes en myotubes, et tout comme les syndécanes, certaines isoformes sont
exprimées spécifiquement selon les phases de différentiation (27). L’intégrine a7p1 est
majoritairement présente dans le muscle squelettique adulte. Elle est ancrée dans le
cytosquelette au coeur du complexe costamérique intégrine-vinculin-talin-a-actinin, liant
une multitude de protéines structurales dont laminine et fibronectine, contribuant a la
morphologie cellulaire, a l'intégrité de la jonction neuromusculaire ainsi que de la jonction

myotendineuse et au lien cytosquelette-matrice extracellulaire (27,279). Fait intéressant, la
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protéines intégrine B1 est fortement augmentée en début de régénération dans le muscle
soléaire suite a un protocole de blessure par écrasement et dénervation (280). De plus, le
fait que I'absence d’intégrine a7p1 cause une forme de dystrophie musculaire et que la
délétion de lintégrine aggrave le phénotype dans la dystrophie musculaire et la
surexpression de cette derniére améliore le phénotype dystrophique souligne son
importance dans I'homéostasie musculaire (257-259). Au-dela des effets liés a leur
présence ou absence en condition normales et dystrophiques, les intégrines possédent
des domaines de liaison a I'héparine/héparane sulfate sur leurs domaines extracellulaires
leur permettant d’interagir avec une myriade de facteurs de croissance, chimiokinines,
protéines et récepteurs (284). Comme mentionné précédemment, I'activation directe des
intégrines par 'OPG a été démontrée en ce qui concerne les cellules endothéliales et
ovariennes avec entre autres le déclenchement de la signalisation FAK/Akt (263),
mécanisme d’activation fortement inhibé pour les cellules endothéliales lors de I'utilisation

d’anticorps bloquant les intégrines (262).

De maniére générale, cette activation des intégrines induit la formation d’un cluster qui
maturera en une adhésion focale. Ce faisant, ils ont I'habilet¢ de conduire leur
signalisation outside-in, vers le cytosquelette et autres cibles (285). Les intégrines n’ont
pas dactivité signalétique a proprement dit, ils dépendent de protéines adaptatrice
enrichies au site d’'adhésion focale dont la mieux décrite est integrin-linked kinase (ILK),
qui, elle méme, posséde un large interactome et joue des rdles dans I'arrangement de
I'actine, la polarisation cellulaire, la migration, la prolifération, la survie cellulaire, le traffic
des microtubules et 'adhésion cellule-cellule (286,287). Malgré son appellation, le réle de
kinase d’ILK médiant entre autres la phosphorylation de Akt est controversé et I'assise de
ses fonctions aurait aussi lieu au sein de plusieurs interactions protéiques (285). En
contexte musculaire, ILK est fortement exprimée a la jonction myotendineuse ainsi qu’au
sein des costaméres. Elle lie les intégrines au cytosquelette d’actine et joue un réle dans
la régénération musculaire suite au stress mécanique (288). La délétion de ILK muscle-
spécifique souligne son importance avec le développement d’'une dystrophie musculaire
progressive, particulierement a la jonction myotendineuse (289). Fait déterminant pour
notre investigation mécanistique du FL-OPG-Fc, ILK peut médier la transduction de la
force a titre de mécanorécepteur liant la contractilité du muscle cardiaque au RS via une
modulation de la fonction de SERCAZ2a/phospholamban (PLN) par CaMKIl (290). Dans le

méme ordre d’idée, la thérapie génique d’ILK améliore le phénotype et la fonction
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cardiaque dans un modele porcin d’infarctus du myocarde, bénéfice contractile similaire a
celui de la surexpression de SERCA-2a selon les conclusions des auteurs (291). Une
autre évidence de connexion signalétique avec le RS et la gestion calcique est l'influence
des intégrines sur ’homéostasie calcique qui gouverne la tonicité vasculaire, lorsque des
peptides de liaison aux intégrines de type arg-gly-asp/RGD peuvent induire une réponse
calcique cytosolique partiellement dépendante de ryanodine dans les cellules musculaires
lisses vasculaires (292). Plusieurs ligands extracellulaires peuvent activer la signalisation
outside-in des intégrines, parmi eux, la glycoprotéine vitronectine peut lier a5p3 via son
domaine de liaison a I'héparine (293). Par ailleurs, I'activation du récepteur muscarinique
M3 par l'intégrine serait dépendante de I'’héparine elle-méme dans le cas du processus de
relaxation vasculaire (294), tandis que I'héparine modulerait directement l'intégrine a.2p3
dans les cellules plaquettaires (295). Ces multiples évidences se rejoignent vers
'hypothése qu’un ligand extracellulaire contenant un domaine de liaison a I'héparine
puisse activer les intégrines et produire un effet sur les pompes SERCA médié par la voie
FAK/ILK/Akt/CaMKII/PLN en contexte musculaire.
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Figure 1.7 lllustration du mécanisme d’activation des intégrines outside-in et inside-out.
Tirée de (296)
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Plusieurs éléments font donc des intégrines une cible intéressante a inclure dans
linvestigation mécanistique musculaire du FL-OPG-Fc. D’emblée, certains types
d’intégrines sont retrouvés au sein du tissu musculaire, ou elles peuvent influencer le
processus de gestion calcique, la composition du cytosquelette et méme le cours de la
dystrophie musculaire. Par ailleurs, elles contiennent des domaines héparanes sulfates
extracellulaires et leur activation par 'OPG est possible dans les cellules endothéliales et
ovariennes. A la lumiére du rationnel de la section 1.6, I'objectif du chapitre 4 est de tester
'interaction potentielle hors-triade du FL-OPG-Fc directement sur les cellules
musculaires, de vérifier I'état de la voie de signalisation en aval
FAK/Akt/CaMKII/PLN/SERCA, de vérifier la fonctionnalité de ce mécanisme a l'aide
d’un modéle de surcharge calcique cellulaire et finalement de tester pour la souris
dystrophique la présence d’un effet bénéfique aigu en fonction de la potentielle
interaction directe. Ces travaux sont sous la forme d’un article scientifique en préparation

pour une soumission dans le journal JCI et est retrouvé a la page 93.

1.8 — Objectifs et hypothéses

A la lumiére de lintroduction précédente au chapitre 1, de I'état des connaissances
actuelles de la littérature couverte sur le sujet et de celles de nos travaux préalables, le but
de la présente thése est de contribuer a 'avancement des connaissances en recherche
préclinique sur la DMD, de passer en revue les évidences d’interactions moléculaires bi-
directionnelles muscle-os dans la DMD et d’approfondir les notions fondamentales de la
potentielle action biologique musculaire du FL-OPG-Fc. A titre de rappel pour amorcer la

lecture des chapitres suivants, les objectifs et hypothéses sont les suivants.

L’objectif du chapitre 2 est de contribuer a I’avancement des pratiques précliniques en
DMD par le biais de notre caractérisation du modéle mdx/utrn+/- sur la fonction et la
contractilité, en plus d’investiguer des parameétres discriminants de la souris
dystrophique. Notre hypothése est que le modéle mdx/utrn+/- sera plus séverement
affecté par rapport au modéle mdx/utrn+/+ a tous les ages testés et que la mdx sera

constamment discriminée de la souris sauvage pour certains paramétres seulement.
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L’objectif du chapitre 3 est d’aborder la nature de la dégénérescence musculaire et
osseuse conjointe de la DMD, d’intégrer les interactions moléculaires bi-
directionnelles et les avenues thérapeutiques ayant le potentiel de traiter les deux
tissus en simultané, incluant I'approche de la voie RANK/RANKL/OPG. Notre
hypothése avance que l'affection osseuse en DMD est importante et qu’il existe plusieurs
évidences qui convergent vers la possibilité d’'un dialogue moléculaire muscle-os dans

cette pathologie.

L’objectif du chapitre 4 est de tester I'interaction potentielle hors-triade du FL-OPG-Fc
directement sur les cellules musculaires, de vérifier I’état de la voie de signalisation
en aval FAK/Akt/CAMKII/SERCA/PLN, de vérifier la fonctionnalité de ce mécanisme
a I’aide d’un modéle de surcharge calcique cellulaire et finalement de tester pour la
mdx la présence d’un effet bénéfique aigu en fonction de la potentielle interaction
directe. Notre hypothése propose que linteraction potentielle prend la forme d’une
association directe aux cellules musculaires via des protéoglycanes et de la matrice
extracellulaire, que la signalisation en aval active la voie FAK/Akt/CaMKII/SERCA/PLN,
peut protéger du dommage induit par la cardiotoxine et que le FL-OPG-Fc peut
potentialiser la contractilité de muscles dystrophiques de maniére aigue grace a cette

interaction.
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Chapitre 2 : L’haploinsuffisance en utrophine n’aggrave
pas la performance fonctionnelle, la résistance aux
contractions excentriques et la production de force des

souris dystrophiques
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Résumé

Les muscles squelettiques de la souris mdx, a I'exception du diaphragme, ne subissent
pas de dégénération progressive de par la présence de phénoménes compensatoires qui
incluent la surexpression de protéines structurales. La souris mdx haploinsuffisante pour
l'utrophine (mdx/utrn+/-), pourrait mieux récapituler la DMD. Le but de cette étude était de
déterminer si la mdx/utrn+/- augmente la sévérité du phénotype mdx en caractérisant
I'évolution de la maladie sur la fonction musculaire et la contractilité sur muscle isolé a 1, 2
et 5 mois d’age. Les performances fonctionnelles de la mdx/utrn+/- ont montré qu’elle n’est
pas plus affectée que la mdx basé sur les parametres de la course sur tapis roulant
décliné et la récupération subséquente mesurée par 'activité volontaire en espace ouvert.
De plus, les propriétés contractiles et les contractions excentriques répétées sur les
muscles EDL isolés ont révélé que la mdx/utrn+/- n’aggrave pas significativement la

fonction des EDL dystrophiques.
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Abstract

The lack of dystrophin in Duchenne muscular dystrophy (DMD) compromises the integrity
and function of muscle fibers. Skeletal muscles, except the diaphragm, do not undergo
progressive degeneration in adult mdx mice due to compensatory mechanisms, including
structural protein upregulation. New mouse models, including utrophin haploinsufficient
mdx (mdx/utrn+/-) mice, may better recapitulate DMD. Our goal was to determine whether
mdx/ utrn+/- worsens the mdx phenotype and to characterize the course of the disease on
muscle function and contractility at 1, 2, and 5 months of age, which encompass all stages
of development relevant to DMD therapy. The functional performances of mdx/utrn+/- mice
showed that they are not more affected than mdx/utrn+/+ mice based on downhill treadmill
running parameters and subsequent recovery measured by open-field voluntary activity.
WT mice ran the entire distance (450 m) on the treadmill, with an additional 561 m during
the 4 h of open-field while mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice completed, respectively, 236
m and 273 m on the treadmill and 341 m and 287 m during the open-field period. In

addition, isolated ex vivo contractile properties and repeated eccentric contractions
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showed that mdx/utrn+/- does not significantly worsen the function of dystrophic EDL
muscles, which are mainly composed of fast-twitch fibers that are preferentially affected in
DMD. Twitch, absolute tetanic, and specific tetanic forces were very similar in dystrophic
EDL muscles from mdx/utrn+/+ and mdx utrn+/- mice at 1, 2, and 5 months of age. Five-
month-old mdx/utrn+/+ and mdx/ utrn+/- mice lost roughly 50% of their force due to
repeated eccentric contractions. Thus, histological, morphological, biochemical functional
and contractile observations showed that utrophin haploinsufficiency has a very limited

impact on mdx mice.

2.1 Introduction

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a lethal x-linked genetic disease caused by
mutations in the dystrophin gene that result in the complete lack of dystrophin protein. The
absence of dystrophin in the costameric dystroglycan complex compromises the anchoring
of sarcomeres to the extracellular matrix (ECM). In addition, the weak attachment of the
cytoskeleton to the sarcolemma and ECM leads to increased susceptibility to contraction-
induced damage, particularly eccentric contractions of powerful fast-twitch fibers, causing
repeated degeneration-regeneration cycles [1,2]. The loss of sarcolemmal integrity also
gives rise to calcium influx, triggering proteolysis and proteasome activation. Necrosis and
damage elicit a chronic inflammatory response where contractile tissues are replaced by
fibrotic and adipose tissues. Patients eventually lose ambulation, and die due to
cardiorespiratory failure. Despite continuous and major efforts, DMD is still treated using

an outdated standard of care and represents an unmet need [3].

Several animal models have been developed to investigate novel therapeutic avenues and

to decipher the pathophysiology of DMD. The most widely used is the mdx mouse, a
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genetic model of DMD. The mdx mouse has a point mutation in exon 23 of the dystrophin
gene, resulting in a lack of a functional dystrophin protein. Young mdx mice undergo acute
phases of degeneration-regeneration shortly after weaning, with muscle necrosis and
weakness peaking around 4-6 weeks of age [4-6]. Adult mdx mice appear clinically normal
and their limb muscles do not recapitulate the progressive weakness, degeneration and
fibrosis of DMD, limiting their use for long term treatment investigations and clinical studies
[5,7,8]. Successful regeneration in adult mdx mice is most likely due to multiple
compensatory mechanisms, including non-exhaustion of satellite cells, longer telomeres,

and upregulation of other structural proteins.

The structural protein utrophin is a partial natural compensatory mechanism in mdx mice
and DMD/Becker patients [9-13]. Since utrophin is homologous to dystrophin and since
these two proteins may be functionally interchangeable at costamere sites [14], stabilizing
the sarcolemma and preventing contraction-induced damage. Utrophin is also found at
neuromuscular and myotendinous junctions and in sarcolemmal extrasynaptic regions of
regenerating fibers in dystrophic muscles [15-17]. The utrophin levels are correlated with
disease severity [10,11] and over expression of this protein seems to improve clinical
outcome measures in Becker and DMD patients [15]. In addition, the onset of the disease
in mdx mice corresponds to the downregulation of utrophin at the sarcolemma [18].
Interestingly, transgenic [14,19-23] or pharmacological approaches that induce high levels
of endogenous utrophin upregulation [24-26] alleviate the dystrophic phenotype in mdx
mice and possibly in human patients [27]. Based on the compensatory role of utrophin,
dystrophin-utrophin haploinsufficient mdx/utrn+/- and null mdx/utrn-/- mice have been
generated to better recapitulate the progressive degenerative processes of DMD [7,28].
Mdx/utrn+/- and null mdx/utrn-/- mice may thus be a useful translational tool for
discovering and testing potential therapeutic approaches, particularly for chronic

treatments.

Dystrophin-utrophin haploinsufficient mice have slightly shorter lifespans than mdx mice
and display a moderate phenotype with select functional tests and histological experiments
[29,30]. On the other hand, double-deficient mdx/utrn-/- mice have a lower body weight,
widespread muscular fibrosis and necrosis, a reduced lifespan, spinal deformity, joint
contractures, and earlier symptoms of cardiomyopathy than their mdx/utrn+/+ and

mdx/utrn+/- counterparts [7,28,30-35]. Given the premature death and severity of the
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symptoms in mdx/utrn-/- mice, mdx/utrn+/- mice may be a good model for evaluating the
long-term efficacy of therapeutic interventions. The mdx/utrn+/- has been validated as a
potentially more useful model to test anti-inflammatory and anti-fibrotic therapeutic
interventions [29,35-37]. However, the extent to which muscle function and physical
performance are affected in mdx/utrn+/- mice remain unclear due to the absence of
comparative ex vivo muscle contractility data at multiple time-points, and limitations in the
analysis of functional assay data [30,37]. Accordingly, the aim of the present study was to
characterize the severity and course of the disease in the mdx/utrn+/- mouse model by
functional testing using ex vivo contractility, morphological, histological and biochemical
investigations. We chose the fast-twitch dominant extensor digitorum longus (EDL) muscle
because fast-twitch fibers are preferentially affected by muscular dystrophy and this
muscle is suitable for ex vivo contractility experiments. Our findings show that utrophin
haploinsufficiency in mdx mice has a limited impact at 1, 2, and 5 months of age in terms
of ex vivo functional performance, EDL contractile properties and resistance to eccentric

contractions.

2.2 Materials and methods

Animals

Male and female mdx breeding mice heterozygous for utrophin gene (mdx/utrn+/-), derived
from the initial dys-/- and utrn -/- models [38,39], were purchased from The Jackson
Laboratory. Wild-type mdx/utrn+/+ littermates were used for experiments and background
controls. Mice were screened for the desired genotype by polymerase chain reaction
(PCR). Wild-type (C57BL/10J; WT) mice were purchased from the Jackson Laboratory
and were bred at our specific pathogen-free (SPF) animal facility. Food and water were
provided ad libitum. At the end of the different experimental procedures, the mice were
euthanized under anesthesia by cervical dislocation. All procedures were approved by the
Université Laval Research Center Animal Care and Use Committee based on Canadian

Council on Animal Care guidelines.
Genotyping

Genomic DNA was isolated from mouse tail tissue samples, and a fragment of the utrophin

gene was amplified by PCR according to Jackson Laboratory genotyping protocol
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Standard PCR:
Utrntm/Kedalternate1(https://www2.jax.org/protocolsdb/f?p=116:5:0::NO:5:P5 MASTER
PROTOCOL ID,P5 JRS CODE:24119,014563). Mutant forward (5-
CGCTTCCTCGTGCTTTACGGTAT-3"),WT forward (5-TGTCATTCTCTGAGGCCTTTC-3’)
and common reverse (5-AAGATTTGCAGACCGGAAGA-3’) primer sets were used to
screen for mutant and WT utrophin alleles. The thermocycler conditions were as follows:
95°C for 30 s, and forty 30 s cycles at 93°C, 53°C for 1 min, and 68°C for 1 min, followed
by 68°C for 5 min with Hot Start TAQ Polymerase (New England Biolabs). Genotyping
data is presented in S1 Fig.

Treadmill exercise

Five-month-old wild-type (WT), mdx/utrn+/+, and mdx/utrn+/- mice were acclimatized with
three sessions on a motorized treadmill at 6, 8, and 10 m/min for 5 min. On the day of the
experiment, the mice ran downhill for 45 min on a motorized treadmill with a 14-degree
slope at 10 m/min. They were observed continuously during the running protocol.
Exhausted mice showing physical signs of discomfort were rested for 1 min before
resuming the protocol. The running bout was discontinued after 3 stops. Following the 45-
min downhill protocol, voluntary activity was measured using video tracking software in a
50 x 50 cm open field for 4 h [40]. One- to two-month-old mice are not recommended for

the downhill treadmill test as they are generally unable to perform this stressful exercise.

Inverted grid grip duration test

This test was conducted using a 50 x 30-cm metallic framework with a 1-cm square grid
and a 1.5-mm rod diameter placed 20 cm above a cushioned surface. Two separate
sessions were used to acclimatize 1-, 2- and 5-month-old mice. On the day of the protocol,
the mice subjected to the test until they could no longer hold on to the grid. The mice were
continually observed to ensure that grip failure was due to exhaustion. In the case of
voluntary abandonment, the test was repeated 1 h later. Data are expressed as holding

impulse, a measure of sustained force: body weight (9.806 x 10 N/gram) x grip duration.

Grip strength test
The four-limb grip strength analysis was performed using a grip meter (Columbus
Instruments). One-, 2-, and 5-month-old mice were placed on a grid that they grasped,

before being pulled backwards at a controlled speed and angle until they could no longer
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hold on to the grid. The test was repeated three times on three separate days, and the

average of the maximal values was used to estimate strength normalized by body weight.

Isometric contractile properties

The mice were weighed, injected with buprenorphine (i.p. 0.1 mg/kg), and anesthetized
with pentobarbital sodium (i.p. 50 mg/kg) 15 min later. EDL muscles were then carefully
resected and were attached to an electrode and a force sensor (305B-LR dual-mode,
Aurora Scientific Inc.) controlled by Dynamic Muscle Control Analysis unit and data
acquisition software (Aurora Scientific Inc.). Unlike the diaphragm (DIA) muscle, EDL
muscles are not progressively impaired in mdx adult mice, making them suitable for use as
a more severe model of muscular dystrophy. During the contractile property experiments,
the muscles were incubated at 25°C in oxygenated Krebs-Ringer solution supplemented
with 2 mg/mL of glucose [41,42]. Once the optimal length (LO) had been determined, the
muscles were stimulated for 500 ms at 10, 20, 50, 80, 100, and 120 Hz to induce
subtetanic and tetanic contractions and to determine the force-frequency curves. Twitch
tension (Pt, g) and maximum tetanic tension (PO, g) values were recorded and were
analyzed using Dynamic Muscle Data Analysis software (Aurora Scientific Inc.). Muscle
resistance to eccentric contractions was evaluated using 7 contractions at 150 Hz for 700
ms with a 1-min rest period between contractions. The eccentric contraction protocol
consisted of 500-ms tetanic contractions at 150 Hz followed by muscle lengthening at 0.5
LO/s for 200 ms. Force values were calculated as the percentage of the initial force
produced. The length of the muscles was measured, the tendons were removed, and the
muscles were weighed in order to calculate their specific force using the following formula:
sP0 (N/cm?) = PO (g) x Lf (mm) x muscle density (mg/mm?®)/muscle mass (mg), where Lf is
LO x 0.44 and muscle density is 1.062. Contralateral EDL muscles were embedded in OCT
compound, frozen in isopentane cooled in liquid nitrogen, and stored at —80°C until used

for the histological assays.

Histological assays

Transverse sections of EDL muscles (10 ym) were cut mid-belly (Leica Microsystems
CM1850). Hematoxylin and eosin (H&E) staining (Sigma-Aldrich) was used to assess the
cross-sectional areas (CSA) of the fibers as well as central nucleation. Five images of
transversal sections per muscle were acquired at 200x magnification, which represents

approximately 300 myofibers per muscle. To quantify the area of fibrotic aggregation, five

49



sections per muscle were stained with Masson's Trichrome and fibrosis was identified at
200x magnification. The sections were examined using an inverted microscope (Nikon,

Canada) and were analyzed using ImageJ software version 1.49i (NIH, Bethesda, MD).

Collagen content

EDL muscles were weighed, rapidly frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. Collagen
content was determined using a hydroxyproline assay adapted from Treat-NMD SOP
DMD_M.1.2.006. Briefly, muscles were dried overnight at 56°C, weighed, and hydrolyzed
for 3h in 0.2 ml of 6N hydrochloric acid at 130°C. Hydrolysates were mixed with 1 mL of
distilled water 100 pL red methyl and 150 uL 2,5N NaOH for neutralization. Next, 200 uL of
hydrolysate were mixed with 100 pl of 0,05 M chloramine-T in citrate buffer and oxidized at
RT for 20 min. The samples were then mixed with 100 pl of perchloric acid for 5 min.
Finally, 20% p-dimethylaminobenzaldehyde was added and incubated for 45 min at 60°C.
Quantification was determined by extinction measurement of the resulting solution at 560
nm. A standard curve 0-6,000 uM L-hydroxyproline (Sigma) was included in each assay.

Results are reported in micrograms of hydroxyproline per milligrams of wet tissue weight.

Creatine kinase activity

Serum creatine kinase (CK) activity was quantified using the enzyme-coupled assay
reagent from Fisher Scientific (Pointe Scientific Creatine Kinase CK10), according to
manufacturer's instructions and the procedure from Treat NMD_M.2.2.001. Serum
samples were analyzed in duplicate using an infinite F200 plate reader (TECAN), Data are

expressed as units per liter (U/L).

Western blot for model validation

Snap-frozen EDL muscles were homogenized in RIPA lysis buffer containing protease
inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich). 30 ug of protein homogenates were electrophoretically
separated on 4/ 15% gels (Bio-Rad) and transferred to polyvinylidene difluoride
membranes (Bio-Rad), blocked in 5% skim milk, and incubated overnight at 4°C with anti-
utrophin primary antibody 1/500 (Santa Cruz Biotechnology). The membranes were
washed and incubated with horseradish peroxidase- conjugated secondary antibody
(Santa Cruz Biotechnology). Protein bands were revealed using the ECL-Plus
chemiluminescent detection system (Perkin-Elmer) and were normalized for loading using

Gelcode Blue Stain reagent (Thermo Scientific). ImageQuant LAS 4000 biomolecular
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imager was used to detect a chemiluminescent signal and analyzed using Quantity One

software (version 4.6.6; Bio-Rad). Representative utrophin blot is presented in S1 Fig.

Statistical analyses

All values are expressed as means +SEM. The data were analyzed using a one-way
ANOVA, or a two-way ANOVA for repeated eccentric contractions, followed by Tukey's
test (InStat Graphpad). The levels of significance were set at * p<0.05, ** p<0.01, and ***
p<0.001 for comparisons between WT and mdx/utrn+/+ or mdx/utrn+/- mice. The level of
significance was set at § p<0.05 for comparisons between mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/-

mice.

2.3 Results

Mdx/utrn+/- and mdx/utrn+/+ mice display similar functional performances

To assess functional resistance to eccentric contractions and the associated post-stressful
exercise short-term voluntary activity, 5-month-old mice were tested on a treadmill with a
14-degree decline at 10 m/min for 45 min. Once the treadmill exercise over, mice voluntary
activity was monitored in an open-field using a video tracking system. The treadmill
completion rate of mdx/utrn+/+ (25%) and mdx/utrn+/- (28%) mice was significantly lower
than that of WT mice (100%) (Fig 1A). The time to first stop was 23.6 min for the
mdx/utrn+/+ mice (p<0.05) and 25.8 min for the mdx/utrn+/- mice (p<0.05) while the WT
mice never stopped (Fig 1B). The total running distance was proportionally lower for the
mdx/utrn+/+ mice (236 m) (p<0.05) and the mdx/utrn+/- mice (273 m) (p<0.05) compared
to WT mice (450 m, i.e., the maximum distance) (Fig 1C). For the open-field activity, the
distances travelled 1 h and 4 h post-treadmill exercise were significantly lower for the
mdx/utrn+/+ mice (87 and 340 m, respectively, p<0.05) and the mdx/utrn+/- mice (84 and
287 m, respectively, p<0.05) than for the WT mice (180 and 561 m, respectively) (Fig 1D
and 1E). There were no differences between the groups in terms of the maximum speed
reached, an indicator of power, during the 4 h open-field observation (mdx/utrn+/+: 1.6
m/s; mdx/utrn+/-: 1.5 m/s; and WT: 1.4 m/s) (Fig 1F). The inverted grid grip test was used
to characterize muscular endurance. The grip test performances of the 1-month-old
mdx/utrn+/+ (7.6 N*s, p<0.05) and mdx/utrn+/- (1.9 N*s, p<0.05) mice were significantly
lower than that of the WT mice (40.4 N*s) (Fig 1G). Since the 5-month-old mdx/utrn+/+

and mdx/utrn+/- mice weighed significantly more than the WT mice, we normalized grip
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strength to body weight (p<0.05) (Table 1). The four limb grip strength performances of the
1-month old mdx/utrn+/+ (5.9 g/g, p< 0.05) and mdx/utrn+/- (5.5 g/g, p<0.05) mice were
significantly lower than that of the WT mice (8.6 g/g) (Fig 1H). The four limb grip strength
performances of the 5-month-old mdx/utrn+/+ (5.8 g/g, p<0.05) and mdx/utrn+/- (6.1 g/g,
p<0.05) mice were also significantly lower than that of the WT mice (8.0 g/g) (Fig 1H).
Overall, utrophin haploinsufficiency in mdx mice did not induce a more severe time-related

deterioration of functional tasks relative to mdx/utrn+/+ mice.

Utrophin haploinsufficiency has a mild effect on ex vivo EDL muscle contractility
and has no impact on resistance to eccentric contractions

To further investigate the effect of utrophin haploinsufficiency, we assessed the ex vivo
contractile properties, the gold standard for testing isolated skeletal muscle function, of the
three groups of mice. The twitch (Fig 2A) and absolute tetanic (Fig 2B) forces of the EDL
muscles of the mdx/utrn+/+ mice (35-47% and 29-26% decrement, respectively) and the
mdx/utrn+/- mice (32-43% and 41-35% decrement, respectively) were significantly lower
than those of the WT type mice at 1 and 2 months of age (p<0.05). The twitch and
absolute tetanic forces of dystrophic EDL muscles of mdx/utrn+/+ mice and mdx/utrn+/-
mice at 1, 2, and 5 months of age were very similar (Fig 2A and 2B). In addition, the
maximum specific forces of 1-, 2-, and 5-month-old mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice
were significantly lower than that of WT mice (p<0.05). The maximum specific force of 2-
month-old mdx/utrn+/- mice (10.3 N/cm?) was lower than that of 2-month-old mdx/utrn+/+
mice (12.7 N/cm?) and this difference was not statistically significant (Fig 2C). The force-
frequency curves of EDL muscles from 1-month-old mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice
were much lower than that of WT mice, indicating a marked decrease in force production
(Fig 2D). However, the force-frequency curves also indicated that the force production of
dystrophic EDL muscles is partially recovered at 2 months of age (Fig 2E) and is fully
recovered at 5 months of age in the two dystrophic mouse strains (Fig 2F). Dystrophic
muscles are vulnerable to ex vivo eccentric contractions, which account for as much as
50% of the loss of force in 5-month-old mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice (Fig 2G-2I).
Therefore, the levels of utrophin expression in the mdx/utrn+/- mice seem sufficient to

prevent any additional loss of force following repetitive eccentric contractions.

Utrophin haploinsufficiency has limited effects on selected histological,

morphological and biochemical features of dystrophic EDL muscles
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We next analyzed the effect of utrophin haploinsufficiency on the histological and
morphological features of dystrophic EDL muscles. The CSAs of myofibers from 1-, 2-,
and 5-month-old mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice were the same, and were not
significantly different from those of WT mice (Fig 3B). We then assessed the number of
centrally nucleated myofibers as an index of muscle degeneration and regeneration. When
compared to WT mice, the number of centro-nucleated myofibers increased by 24% in
mdx/utrn+/+ mice and by 40% in mdx/utrn+/- mice. While the number of centro-nucleated
fibers in mdx/utrn+/- mice was significantly different from the number in mdx/utrn+/+ mice
at 1 month of age (p<0.05), no differences were seen at 2 and 5 months (Fig 3C).
Furthermore, there were no differences in the fibrotic areas in the three groups of mice at 5
months of age (Fig 3D), as confirmed by whole muscle collagen content determined using
the hydroxyproline assay (Fig 3E). Finally, we quantified serum CK level as an indirect
marker of muscle damage [43]. At 5 months, CK concentration increased equally but very
significantly by respectively 21,5 and 23,5-fold in mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- relative to
WT mice (Fig 3F).

2.4 Discussion

The development of new therapeutic approaches for DMD requires robust and reliable
animal models, aiming at improving muscle integrity and resistance to eccentric
contraction-induced muscle damage. Mdx/utrn+/- mice have been proposed as a more
severe and representative model of DMD. However, there is currently no consensus on
the severity and underlying ex vivo and in vivo muscle functions in mdx/utrn+/- mice.
Extensive functional, contractile, and histomorphological analyses are thus required to

confirm the superiority of this dystrophic mouse model.

The downhill running protocol induces severe muscle damage and is a reliable approach
for measuring the vulnerability of dystrophic muscles [44]. We showed that downhill
running performance is severely impaired and post-treadmill activity is markedly reduced
in both mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice, which is consistent with the structural role
assigned to dystrophin [1]. These results validate the use of the downhill treadmill protocol
for adult mdx mouse studies. In addition, the voluntary activities of the mdx/utrn+/+,
mdx/utrn+/-, and WT mice that did not perform the running protocol was similar (data not

shown), ruling out inherent variations that may influence the outcome. The functional

53



performances observed in the open-field assay paralleled the reverse grid holding impulse
test and the four-limb grip strength test in the mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice. These
results were also in agreement with the normalized forelimb grip strength values reported
in the literature for 1- to 4-month old mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice [30]. Nonetheless,
conflicting results have been reported in other specific experimental conditions. For
example, the grip duration of mdx/utrn+/- mice (1 to 3 months of age) has been reported to
be shorter than that of mdx/utrn+/+ mice [37], while the time spent hanging during the two
and four limbs hanging tests have been reported to be shorter with mdx/utrn+/- mice (1 to
4 months of age) [30]. These discrepancies could possibly be due to differences in body
weight between the two strains. In the present study, the normalized holding impulse and
grip strength values for the mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice at certain ages were the
same as those for the WT mice, questioning the sensitivity and precision of these tests for
genotype-phenotype evaluations, particularly in these two mouse models where skeletal
muscles are not equally affected and compensatory mechanisms may take place
throughout disease evolution [1]. Nevertheless, our results suggest that the level of
utrophin in skeletal muscles from mdx/utrn+/- mice is sufficient to generate comparable
functional performances and to provide similar resistance to eccentric contractions to

mdx/utrn+/+ mice.

To further investigate potential differences in muscle functions between mdx/utrn+/+ and
mdx/utrn+/- mice, we studied ex vivo contractile properties of fast-twitch EDL muscles.
Utrophin haploinsufficiency had a very limited impact on a number of contractile
parameters at all tested ages. At 1 month of age, the mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice
produced the same levels of twitch, absolute and specific maximal forces, with similar
resistance to repeated eccentric contractions, all of which were, as expected, largely
inferior to the values for WT mice. The differences between WT, mdx/utrn+/+, and
mdx/utrn+/- mice in terms of absolute and specific tetanic force production were not
surprising since it is well documented that mdx mice undergo the most important and
severe peak of muscle degeneration immediately after weaning. However, utrophin
haploinsufficiency in mdx mice did not exacerbate the loss of force following eccentric
contractions. Muscular dystrophy in terms of twitch and absolute maximum forces and
functional performances in both phenotypes partially subsided at 2 months of age.
However, the maximal specific force of mdx/utrn+/- mice tended to be slightly and

transiently lower than that of mdx/utrn+/+ mice (p=0.06) at 2 months of age, and the gain

54



in muscle mass was highly effective for maintaining absolute force at 5 months of age in
both mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice [45]. A previous study showed that mice doubly-
deficient in dystrophin and utrophin are very vulnerable to eccentric contractions [46].
Resistance to ex vivo eccentric contractions was significantly impaired in dystrophic mice.
EDL muscles from mdx/utrn+/- and mdx/utrn+/+ mice were equally vulnerable to
lengthening contractions clearly demonstrating the similarity between the two dystrophic
mice. To further confirm our functional and contractile results, we performed histological
experiments. We found that the average CSA of myofibers, which include hypertrophied
and small degenerating/regenerating myofibers, remain relatively stable in the WT,
mdx/utrn+/+, and mdx/utrn+/- mice. The number of centrally nucleated myofibers was
significantly higher in the EDL muscles of 1-month-old mdx/utrn+/- mice than in the EDL
muscles of mdx/utrn+/+ mice, suggesting that mdx/utrn+/- mice may have a more profound
and earlier cycle of degeneration-regeneration. This histological difference did not affect
EDL contractile properties. We also observed a similar level of fibrosis in 1-, 2-, and 5-
month-old mdx/utrn+/-, mdx/utrn+/+, and WT mice, suggesting that the gain in muscle
mass of dystrophic EDL muscles is most likely associated with edema and fat cell
accumulation. There is a lack of consensus on fibrosis in limb skeletal muscles. For
example, fibrosis in the gastrocnemius of mdx/utrn+/- mice has been reported to be higher
at 2 months of age but not at 10 months of age. On the other hand, no fibrosis has been
observed in the quadriceps of mdx/utrn+/-mice at 3 or 4 months of age but an increase has
been observed at 6 months of age [29,30,35]. Furthermore, no differences in
fibrotic/necrotic tissue has been observed in the tibialis anterior or triceps of mdx/utrn+/-
mice at 4 months of age [30]. Overall, the loss of contractile function seems to occur

earlier than histological changes in dystrophic mice.

2.5 Conclusion

Our findings that utrophin haploinsufficiency does not worsen the functional performance
of mdx mice and the force production of EDL muscles suggest that the monoallelic
expression level of utrophin is sufficient in mdx/utrn+/- mice to prevent further deterioration
of the muscle. Accordingly, previous works have shown that low level expression of
dystrophin in the severe mdx/utrn-/- mouse model protects dystrophic muscles and may
provide a vital benefit [47,48]. Mdx mice remain a cost-efficient model for drug discovery in

particular for testing ex vivo contractile properties and resistance to eccentric contractions,
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specifically during the first peak of muscle degeneration at 4-5-weeks of age, or following
downhill eccentric contraction protocol during adulthood. Overall our results indicate that
EDL muscles are equally compromised between 1 and 5 months of age in mdx and

mdx/utrn+/- mice.
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2.9 Fiaures. tables and quend.s
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Fig 2.1 Functional performances of wild-type, mdx/utrn +/+, and mdx/utrn +/- mice.
Five-month-old mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice have a significantly lower treadmill
completion rate (A), time to first stop (B), total running distance (C), distance travelled at 1
h post-treadmill exercise (D,) and distance travelled at 4h post-treadmill exercise (E) than
WT mice. The maximum speed reached by the three experimental groups was not
significantly different during the 4 h openfield observation period (F). Hanging test
performance was significantly lower in 1-month-old mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice (G).
Four limb grip strength performance was also significantly lower in 1- and 5-month-old
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mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- (H). Overall, utrophin haploinsufficiency in mdx mice did not
induce a time-related deterioration of functional tasks relative to mdx/utrn+/+ mice. Data
are expressed as means +SEM. * p<0.05, ** p<0.01, and *** p<0.001 for comparisons
between WT and mdx/utrn+/+ or mdx/utrn+/- mice; § p<0.05 for comparisons between
mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice; analysis of variance using Tukey's post hoc test. n=6-9.
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Fig 2.2 Ex vivo contractile properties and resistance to seven eccentric contractions
of extensor digitorum longus muscles from wild-type, mdx/utrn+/+, and mdx/utrn+/-
mice. The twitch (A) and absolute tetanic (B) forces of EDL muscles are significantly lower
at 1 and 2 months of age in mdx/utrn+/+ and mdx utrn+/- mice compared to WT mice. In
addition, the maximum specific force is significantly lower at 1, 2, and 5 months of age in
mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice compared to WT mice. A tendency for the maximum
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specific force to be lower in mdx/utrn+/- mice than in mdx/utrn+/+ mice can be seen at 2
months of age (p = 0.06). The force frequency curves of the EDL muscles show that there
is a marked decrease in force production at 1 month of age in mdx/utrn+/+ and mdx utrn+/-
mice, which is in agreement with the maximum absolute force results (D). The force
frequency curves show that there is a progressive recovery of dystrophic EDL muscles at
2 months of age (E) and a full recovery at 5 months of age in mdx/utrn+/+ and mdx utrn+/-
mice (F). All dystrophic muscles at all ages are vulnerable to ex vivo eccentric contractions
(G,H,!). The contractile properties and the eccentric contraction results show that utrophin
haploinsufficiency does not worsen the function of fast-twitch dystrophic EDL muscles,
which is consistent with the functional performance results. Data are expressed as means
+SEM. * p<0.05, ** p<0.01, and *** p<0.001 for comparisons between WT and mdx/utrn+/+
or mdx/utrn+/- mice; § p<0.05 for comparisons between mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice;
analysis of variance with Tukey's post hoc test. n=6-12.
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mdx/utrn+/+, and mdx/utrn+/- mice. H&E staining of EDL muscle sections from WT,
mdx/utrn+/+, and mdx/utrn+/- mice at 1, 2, and 5 months of age (A). Fiber cross-sectional
area measurements of EDL muscles show no significant fiber hypertrophy in mdx/utrn+/+
and mdx/utrn+/- mice compared to WT mice (B) while the number of centrally nucleated
fibers is significantly higher in mdx/utrn+/- mice at 1 month of age (C). Non-significant
changes in the extent of fibrosis can be seen in any of the muscles tested at all ages using
the fibrotic area calculation (D) or the whole muscle collagen content based on
hydroxyproline content measurements at 5 months (E). Non-significant differences in the
activity of creatine kinase were found between dystrophic mice at 5 months (F). Data are
expressed as means *SEM. * p<0.05, ** p<0.01, and *** p<0.001 for comparisons
between WT and mdx/utrn+/+ or mdx/utrn+/- mice; § p<0.05 for comparisons between
mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/- mice; analysis of variance with Tukey's post hoc test. n=4-9.

1 Month 2 Months 5 Months
WwT Mdx/ Mdx/ WT Mdx/ Mdx/ WT Mdx/ Utrn+/+ Mdx/
Utrn+/+ Utrn+/- Utrn+/+ Utrn+/- Utrn+/-

Body 18,63 + 19,25 18,38 24,54 25,88 26,63 31,00 34,21 34,00
weight 0,32 + + + + + + + +
(g) 0,53 1,07 0,67 0,64 0,65 0,78 0,79 ** 0,49 *
EDL mass 6,39 6,99 7,69 9,87 11,36 12,20 9,78 15,58 18,51
(mg) + + + + + + + + +

0,19 0,31 0,42 0,30 0,58 0,81* 0,42 0,93 *** 0,95 *** §
EDL 0,34 0,36 0,42 0,41 0,44 0,45 0,32 0,45 0,54
mass/ body + + + + + + + + +
weight 0,01 0,01 0,01 ***§ 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 *** 0,03*** §
EDL 10,66 + 10,17 10,16 12,34 11,92 11,79 12,68 13,31 13,15
Lo 0,24 + + + + + + + +
(mm) 0,13 0,18 0,29 0,34 0,41 0,24 0,15 0,10

Table 2.1 Body weight and morphological characteristics of EDL muscles from wild-
type, mdx/utrn+/+, and mdx/utrn+/- mice at 1, 2, and 5 months of age. EDL muscle
mass is significantly higher in 1- and 2-month-old mdx/utrn+/- mice than in WT mice. The
EDL mass/bodyweight ratio of 1-month-old mdx/utrn+/- mice is significantly higher than the
ratios of 1-month-old mdx/utrn+/+ and WT mice. Five-month-old mdx/utrn+/+ and
mdx/utrn+/- mice have significantly higher bodyweights, EDL masses, and EDL
mass/bodyweight ratios than WT mice. Five-month-old mdx/utrn+/- mice have a
significantly higher EDL mass and mass/bodyweight ratio than mdx/utrn+/+ mice. Data are
expressed as means +SEM. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 for comparisons between WT
and mdx/utrn+/+ or mdx/utrn+/- mice § p<0.05 for comparisons between mdx/utrn+/+ and
mdx/utrn+/- mice; analysis of variance, with Tukey's post hoc test. n=6-14.
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Supporting information

S$1 Fig. Representative genotyping data and utrophin protein level in EDL muscles of wild
type, mdx/utrn+/+, mdx/utrn+/- and mdx/utrn-/- mice. PCR-based genotyping confirmation
of utrophin alleles in mdx/utrn+/+, mdx/utrn+/- mice (A). Western blotting shows that
utrophin protein level is increased in EDL muscles from mdx/utrn+/+ and mdx/utrn+/-
compared to WT, and decreased in mdx/utrn+/- compared to mdx/utrn+/+ (B). As
expected, utrophin is absent in mdx/utrn-/- EDL muscles. (TIFF)
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Chapitre 3 : Cibler I'unité muscle-os, faire d’'une pierre
deux coups dans le traitement de la dystrophie

musculaire de Duchenne
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Résumé

La dysfonction et dégénération musculaire progressive dans la DMD est accompagnée
d’une faible densité minérale et d’'une fragilité osseuse. Les glucocorticoides, la norme de
soins pour les patients vivant avec la DMD, augmentent le risque d’ostéoporose. Cette
revue met 'emphase sur la cohésion mutuelle et les sentiers signalétiques communs aux
muscles et aux os dans la DMD. Les interactions muscle-os impliquent des ostéokines
dérivées du tissu osseux, des myokines deérivées du tissu musculaire et des cytokines de
double origine qui déclenchent de la signalisation menant a l'inflammation, la fibrose ou la
synthése/dégradation protéique. La triade RANK/RANKL/OPG inclut le récepteur-
activateur de NF-kB (RANK), son ligand (RANKL) et I'ostéoprotégérine (OPG), régulateurs
du remodelage de la matrice osseuse et contributeur de la physiopathologie de la DMD.
Cette revue discute des interactions muscle-os qui pourraient éventuellement mener au
développement de drogues multifonctionnelles efficaces a traiter simultanément les

problémes musculaires et osseux dans la DMD.
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Abstract

Purpose of Review : In Duchenne muscular dystrophy (DMD), the progressive skeletal and
cardiac muscle dysfunction and degeneration is accompanied by low bone mineral density
and bone fragility. Glucocorticoids, which remain the standard of care for patients with
DMD, increase the risk of developing osteoporosis. The scope of this review emphasizes
the mutual cohesion and common signaling pathways between bone and skeletal muscle
in DMD. Recent Findings : The muscle-bone interactions involve bone-derived osteokines,
muscle-derived myokines, and dual-origin cytokines that trigger common signaling
pathways leading to fibrosis, inflammation, or protein synthesis/degradation. In particular,
the triad RANK/RANKL/OPG including receptor activator of NF-kB (RANK), its ligand
(RANKL), along with osteoprotegerin (OPG), regulates bone matrix modeling and
remodeling pathways and contributes to muscle pathophysiology in DMD. Summary : This
review discusses the importance of the muscle bone unit in DMD and covers recent
research aimed at determining the muscle-bone interactions that may eventually lead to
the development of multifunctional and effective drugs for treating muscle and bone

disorders regardless of the underlying genetic mutations in DMD.
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3.1 Introduction

Skeletal muscle and bone form a large functional unit that enables locomotion and that
contributes to metabolism, homeostasis, and thermogenesis [1, 2]. This muscle-bone unit
adapts in synchrony during development and also during periods of modified mechanical
loading such as exercise or situations of disuse or disease-like microgravity, long-duration
bed rest, aging, spinal cord injury, critical illness, and neuromuscular diseases [3-7].
Duchenne muscular dystrophy (DMD) is one of the best examples of synchronicity where
muscle degeneration/atrophy and bone loss occur in concert throughout the progression of
the disease [8, 9]. Beyond the mechanostat theory, cumulative evidence also supports the
existence of bi-directional muscle-bone molecular interactions [10—13]. Muscle and bone
cytokines contribute to lifelong paracrine crosstalk while the underlying biological

processes involve common signaling pathways [11-13].

3.2 Muscle and Skeletal Decline in DMD: the Scope of the Problem

DMD is a rare X-linked recessive disorder that occurs in 1:5000 live male births and is
caused by loss-of-function mutations in the dystrophin gene [14, 15]. The absence of
dystrophin in the cytoskeleton of skeletal muscle cells causes architectural fragility and
sarcolemmal permeability, leading to chronic inflammation, fibrosis, and progressive
skeletal and cardiac muscle deterioration [16]. Children with DMD generally display clinical
signs of muscle weakness or motor dysfunction by 3-5 years of age, are wheelchair-
bound by 12-15 years of age, and manifest cardiorespiratory failure in their late 20s or
early 30s [17-22]. Patients with DMD also present with a high prevalence of fractures with
a poor prognosis for recovery in the absence of osteoporosis therapy [8]. While long-term
glucocorticoids (GCs), the standard of care for patients with DMD, prolong ambulation,
cardiorespiratory function, and life expectancy, they are a key risk factor for reduced bone
mineral density (BMD) and fractures due to their potent osteotoxicity [23-29]. Studies have
shown that 20 to 60% of patients with DMD present low-trauma extremity fractures, while
up to 30% have symptomatic vertebral fractures [8, 30-32]. The true prevalence of
vertebral fractures is likely higher than this, since spine fractures are frequently
asymptomatic and will go undetected in the absence of a routine spine imaging monitoring
program [28, 33—35]. While vertebral fractures have been observed to occur on average 2
years following GC initiation, they have been reported as early as 6 months after the start

of GC therapy [27]. In patients with DMD, untreated vertebral fractures are linked to
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chronic back pain and spine deformity, while leg fractures can cause premature,
irreversible loss of ambulation and challenges in daily care [27, 32]. To date, osteoporosis
management in pediatric DMD is based on standard-of-care principles that are similar to
those applied to all chronic pediatric illnesses. Treatment with an intravenous
bisphosphonate such as pamidronate or =zoledronic acid (preferred over oral
bisphosphonate therapy) is reserved for patients with clinically significant bone fragility that
is detected in early, as opposed to advanced, stages of development [36, 37¢]. The main
objectives of osteoporosis therapy instituted at the earliest signs of bone fragility include
resolution of back pain, stabilization of vertebral fractures, prevention of new vertebral and

non-vertebral fractures, and increases in BMD Z-scores [38].

The importance of treating early signs of vertebral fractures in DMD is highlighted by the
fact that prevalent vertebral fractures predict new vertebral fractures at subsequent time
points, even when the initial vertebral fractures are mild or asymptomatic, a phenomenon
known as the vertebral fracture cascade [39]. The importance of bone health in DMD
children has also been underscored by a recent study showing that early treatment of
osteoporosis may improve survival in DMD [40]. At the present time, there have been no
studies which have been undertaken to assess the safety and efficacy of firstfracture
prevention in DMD; therefore, the current approach is in line with secondary prevention—
to identify and treat early instead of late signs of bone fragility, including timely

identification of vertebral fractures through periodic spine imaging [37¢, 41].

3.3 Muscle-Bone Interactions in Muscular Dystrophy

Our understanding of the mechanisms underlying dystrophic muscle and bone interactions
originate predominantly from studies in mdx mice, a well-established DMD model. Seven
week- old dystrophic mdx mice present an acute onset of muscle weakness associated
with a 20% decrease in bone biomechanical properties compared to wild-type mice [42,
43]. Moreover, dystrophin-utrophin double-knockout mice, a more severe phenotype than
the mdx mouse, exhibit muscle degeneration, spinal deformity, cardiomyopathy, a reduced
capacity for bone healing, and spontaneous heterotopic ossification in the hindlimb
muscles [44]. Nakagaki et al. found that 21-day-old mdx mice present changes in the
mechanical and biochemical properties of bone prior to the appearance of significant

muscle fiber degeneration, suggesting that the inflammatory environment of dystrophic
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muscles (release of growth factors, interleukins, or other pro-inflammatory cytokines) may
contribute to the uncoupling of osteoclastic and osteoblastic activity, eventually leading to
osteopenia and osteoporosis [45, 46]. Nevertheless, not enough studies have been carried
out to reach definitive conclusions on how muscle-bone interactions and muscle-derived
molecules (myokines) and bone-derived molecules (osteokines) influence the course of

muscular dystrophy.

3.4 Myokines and Their Effects on Bone Tissue in DMD

Myokines are interleukins, growth factors, or peptides released by skeletal muscles that
may influence remote tissues such as bone (Fig. 1). Interleukin-6 (IL-6), which is often
classified as a pro-inflammatory cytokine, is a crucial mediator of bone homeostasis and
an essential regulator of satellite cell-mediated skeletal muscle hypertrophy [47, 48]. It is
secreted by muscle and bone and is present at significant levels in patients with DMD and
mdx mice compared with agematched healthy controls [46, 49-51]. It has been shown that
IL-6 contributes to GC- and rheumatoid arthritis-induced osteoporosis in mice [52, 53].
Rufo et al. demonstrated that wildtype calvarial bone cultures maintained ex vivo that are
supplemented with 10% sera from mdx mice have increased osteoclast and bone
resorption parameters that are rescued by an IL-6 antibody treatment [46]. Tocilizumab, a
monoclonal antibody directed against the IL-6 receptor (IL-6R), is a potentially valuable
therapeutic strategy for counteracting necrosis and the consequences of chronic
inflammation in muscular dystrophy [53, 54¢]. It has been shown that IL-6R blockade
results in decreased muscle damage, improved muscle fiber regeneration, increased
muscle fiber diameter, and reduced fibrosis, while some mice exhibit an improvement in
the kyphosis index [54]. Interestingly, IL-6 is significantly downregulated in the muscles of
24-week-old mdx mice with a mild muscle wasting phenotype, unlike in younger 4-week-
old mice that overexpress IL-6 during the most severe peak of muscle degeneration and

regeneration [51].

Consistent evidence has also shown that IL-6 has an anti-inflammatory effect and may be
involved in mediating the beneficial health effects of exercise by increasing the levels of
interleukin-10 (IL-10), an anti inflammatory cytokine [55-57]. IL-10 plays a central role in
regulating the switch of muscle macrophages from the pro-inflammatory M1 to the anti-

inflammatory M2 phenotype in injured muscle in vivo, a transition that is necessary for
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normal muscle growth and regeneration [58]. Levels of IL-10 and its receptor are higher in
dystrophic muscles during the acute onset of the pathology and during muscle
regeneration. In addition, the ablation of IL-10 expression in mdx mice (IL-10 -/- mdx)
increases muscle damage in vivo and reduces muscle strength in mice with chronic
inflammation and severe cardiorespiratory dysfunction [59, 60]. However, in vitro
treatments of isolated mdx macrophages with IL-10 reduce the activation of the M1
phenotype and promote a shift toward the M2c phenotype [59]. Interestingly, IL-10—/— mice
develop the hallmarks of osteoporosis associated with a reduced expression of osteoblast
and osteocyte markers [61—63]. Moreover, in vitro bone cells treated with IL-10 exhibit an
upregulation of osteoprotegerin (OPG) expression associated with a downregulation of the
expression of the receptor activator of NF-kB ligand (RANKL) [64]. The strategy of
inhibiting osteoporosis and enhancing the switch to the M2 anti-inflammatory phenotype in

isolated mdx macrophages may be beneficial for the treatment of DMD.

Furthermore, interleukin-15 (IL-15) is another cytokine that is currently considered a
myokine due to the abundant expression of IL-15 mRNA in skeletal muscle [65]. IL-15
induces muscle hypertrophy and protein synthesis in vitro, and IL-15 treatments partially
inhibit skeletal muscle wasting in models of cancer cachexia and sepsis [66—68]. It is well
established that IL-15 has a stimulatory function on osteoclast differentiation but can also
decrease the number of both osteoclasts and osteoblasts in bone marrow cell cultures
[69-71]. Interestingly, the release of IL-15 into the circulation by skeletal muscle tissue can
modulate remote tissues and increase bone mineral content in vivo [72]. In terms of DMD,
the administration of IL-15 improves the pathophysiology of dystrophic muscle, reducing
fibrosis and collagen levels in the diaphragmatic muscles of mdx mice. However, its effect
on bone health remains to be determined in the context of muscular dystrophy [73]. In
addition, levels of pro-inflammatory cytokines such as interleukin-17 (IL-17) and
interleukin-1 (IL-1), which play key roles in bone homeostasis, have been shown to be
elevated in dystrophic muscles, suggesting that other muscle-bone interactions may be in
play [74—78]. Further investigations are needed to decipher the role of these ILs in DMD

and the suitability of an approach based on IL modulation to treat muscle-bone disorders.
In addition to ILs, transforming growth factor B (TGF-B), a pleiotropic cytokine, plays an

important role in muscle inflammation and fibrosis associated with DMD. It has been

shown that TGF-B is activated in patients with DMD and mdx mice and induces
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progressive fibrosis and that treatment with a neutralizing antibody directed against TGF-
B1 improves respiratory function and functional performance and decreases fibrosis and
serum creatine kinase (CK) levels in mdx mice [79-82]. TGF-[ also plays an important role
in postnatal bone homeostasis. The release of TGF-B from the bone matrix under
pathological conditions contributes to muscle weakness by increasing the oxidization of
skeletal muscle proteins [83, 84]. Halofuginone, a collagen synthesis inhibitor, is a novel
anti-fibrotic agent that prevents estrogen deficiency-induced osteoporosis [85]. In muscle
diseases, halofuginone prevents the age-dependent increase in collagen synthesis in the
diaphragm (Dia) muscle and the late outcome of dysferlin knockout mice and improves the
cardiac muscle function of mdx mice [86, 87]. In addition, activin and myostatin are
multifunctional growth factors belonging to the TGF-B superfamily. Activin/myostatin
pathway antagonism may serve as a new therapeutic approach for countering muscle
wasting and bone degeneration in disease. Myostatin null mice have approximately twice
the skeletal muscle mass and a greater bone mineral content than wild-type mice [88].
Moreover, treatment with a soluble myostatin decoy receptor (ActRIIB-Fc) increases both
muscle and bone mass in a mouse model of osteogenesis imperfecta [89]. A recent study
showed that the systemic inhibition of the activin/myostatin pathway in mdx mice increases
muscle mass, bone volume, and the trabecular number [90¢]. Nevertheless, it is not known
whether the increase in bone volume following activin/myostatin inhibition is a direct effect
or whether it occurs indirectly through an increase in muscle mass. However, recent
evidence suggests that activin receptor signaling directly and negatively regulates bone
mass by osteoblasts. Indeed, primary osteoblasts express activin signaling components,
and the conditional knockout of the activin IIA receptor (ActRIIA) in osteoblasts increases
the femoral trabecular bone volume in mice [91]. It has also been shown that soluble
ActRIIA-Fc, which binds to circulating ligands such as activin A, decreases bone resorption
and increases bone formation in monkeys and postmenopausal women [92]. Since
myostatin is a direct regulator of osteoclast differentiation and muscle mass and that there
is a GC response element in the myostatin promoter, it is thus doubly important to discuss

activin/myostatin in the context of GC-treated patients with DMD [93].

In addition to soluble ActRIIA-Fc, follistatin has emerged as a myostatin antagonist that
can increase muscle mass and strength and is considered part of the muscle-bone
crosstalk [10, 94]. It is a modulator of bone metabolism and development, possibly acting

via activin and myostatin signaling [95]. Recent evidence has confirmed that follistatin has
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a positive effect on regulating muscle and bone wasting associated with microgravity [94,
96]. In skeletal muscle, follistatin has a positive effect on muscle mass via myostatin and
myostatin independent pathways, increasing muscle mass and enhancing regeneration
following injury [97-99]. Interestingly, in dystrophic preclinical and clinical investigations,
follistatin gene therapy reduced fibrosis and central nucleation, increased strength, and
improved ambulation [100-102]. It is thus clear that myokines contribute to the regulation
of bone and muscle mass and that investigating the mechanisms involved in the positive

association between bone and muscle is important in the context of muscular dystrophy.

3.5 Osteokines and Their Effects on Muscle Tissue in DMD

Like muscle cells, bone cells release osteokines (Fig. 1) such as osteopontin (OPN), which
is a well-known inhibitor of bone mineralization [103]. OPN is also expressed by
inflammatory cells such as macrophages, and its expression increases significantly during
inflammation [104]. Higher serum OPN levels are associated with low BMD in
postmenopausal women and are significantly correlated with the phenotypic severity of
dystrophic dogs [105, 106]. Interestingly, OPN promotes fibrosis and is the most highly
upregulated transcript in dystrophic muscles [107, 108]. The ablation of OPN switches
dystrophic macrophages toward a pro-regenerative phenotype, leading to reduced serum
CK levels and improved muscle mass and strength based on the results of long-term
functional testing [109¢]. However, the effects of OPN ablation on the bone quality of mdx

mice have not been investigated.

Additionally, the canonical Wnt/B-catenin pathway, which interacts with TGF-B, plays a
pivotal role in regulating bone homeostasis, myogenesis, and postnatal muscle
regeneration [110, 111]. Specifically, Wnt/B-catenin signaling decreases osteoclast
differentiation by stimulating the production and secretion of OPG [112]. TGF-B1
stimulates myofibroblast differentiation and the fibrogenic features of satellite cells via the
canonical Wnt pathway, potentially increasing fibrosis in dystrophic muscles [113].
However, treating mdx mice with Wnt7a efficiently induces satellite cell expansion and
myofiber hypertrophy and improves the specific force of the extensor digitorum longus
(EDL) muscle [114]. Interestingly, transplanting Wnt3a-pretreated mesenchymal stem cells
(MSCs) into mdx mice results in long-term improvement in the dystrophic phenotype and

restores dystrophin expression in muscles [115]. Sclerostin, which is mainly produced by
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osteocytes, inhibits the Wnt/B-catenin pathway. The sclerostin antibody (romosozumab) is
currently under clinical investigation for the treatment of osteoporosis [116]. With respect
to skeletal muscle, pharmacological inhibition of sclerostin does not rescue muscle mass
loss in models of spinal cord injury and reduced mechanical loading [117, 118]. In contrast,
Wnt signaling is also antagonized by the senescence-related protein Klotho [119].
Epigenetic silencing of Klotho, a co-receptor for fetal growth factor 23 (FGF23), occurs at
the onset of pathology in the mdx mouse model of muscular dystrophy [120]. Consistently,
Klotho expression is 80% lower in dystrophic muscle tissues from humans and mice during
the first peak of muscle degeneration [120, 121¢]. In vivo, transgene expression of the
klotho gene in mdx mice reduces TGF-B1 expression and fibrosis in older mice, improves
function, and greatly increases the pool of muscle-resident stem cells required for
regeneration [120]. Klotho is also a potent regulator of bone formation and bone mass.
Klotho deletion in osteocytes leads to a marked increase in bone formation, while the
overexpression of Klotho in cultured osteoblastic cells inhibits mineralization and
osteogenic activity [122]. Further investigations are thus needed to verify how wnt/B-

catenin pathway signaling may mediate muscle-bone crosstalk in DMD.

In concert with cytokines and growth factors, it is well documented that insulin growth
factor-1 (IGF-1), a hormone secreted by skeletal muscle and bone tissues, is a crucial
factor for the development of the musculoskeletal system [123]. IGF-1 therapy is a useful
approach for treating osteoporosis and fractures due to its ability to increase bone mineral
density and bone formation [124, 125]. In preclinical studies using mdx mice, IGF-1
treatments improved excitation-contraction coupling, reduced fibrosis, and increased force
and fatigue resistance [126—129]. It has also been recently shown that IGF-1 enhances the
anti-fibrotic effects of losartan, an angiotensin Il type 1 receptor blocker clinically
investigated in DMD that antagonizes TGF- signaling [130, 131], and increases locomotor
function in merosin-deficient congenital muscular dystrophy type 1A [132]. IGF-1 has been
tested in clinical studies for various pathologies, and an open-label trial for patients with
myotonic dystrophy type 1 showed that IGF-1 increases lean body mass and improves
metabolism, but does not increase muscle strength or function [133, 134]. Similarly, a 6-
month trial with IGF-1 in patients with DMD treated with GCs showed that it increased
height velocity but had no effect on motor functional outcomes [135]. It remains to be seen
how IGF-1 therapy could change the clinical landscape of DMD beyond stature

management.
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3.6 Treating the Bone-Muscle Complex with Single or Combined Drugs
in DMD

Bisphosphonates such as pamidronate and zoledronic acid are a family of drugs used to
increase bone mineral density and prevent fractures. These molecules bind specifically to
calcium and remain sequestered in bone mineral, with a half-life of over 10 years. They
inhibit osteoclast activity and osteoclastogenesis. Six-week-old mdx mice treated with
pamidronate for 8 weeks displayed increased grip strength, improved muscle histology,
and markedly reduced the levels of serum CK, a clinical marker for tissue damage [136].
The lack of effect in the Dia muscle suggests that pamidronate may act via a paracrine
effect of adjacent bone tissues. Pamidronate also improves the cortical bone architecture
and strength of femurs, increasing their resistance to fractures in mdx dystrophic mice
[136]. Other experiments have confirmed that intravenous pamidronate protects against
cortical bone loss in mdx femurs during prednisone treatment [137], as is currently a
recommended treatment (along with other intravenous bisphosphonate agents) for bone
protection in patients with DMD [37°, 41]. Another clinical study showed that a combined
treatment with steroids and bisphosphonates significantly increased the lifespan of
patients with DMD compared to patients on steroids alone [40]. However, conventional
steroid therapy is non-specific and acts on muscles and secondary sexual organs without
discrimination and is hepatotoxic. A more targeted approach using non-steroidal androgen
receptor (AR) modulators is currently being explored. The AR modulator GTx-026
increases muscle strength and muscle mass, improves cardiopulmonary functions, and
reduces fibrosis [138]. AR agonists have a positive effect on growing bones [139, 140].
These results highlight the importance of androgens and a novel, potentially beneficial
therapeutic approach using androgen receptor agonists. In addition, selective estrogen
receptor modulators such as tamoxifen and raloxifene can be used to treat
dystroglycanopathy, a different form of muscular dystrophy, giving additional support for

the use of selective steroids for the treatment of muscular dystrophy [141].

Nitric oxide (NO) is another key biological messenger involved in vasodilation and various
biological processes. NO is also important for muscle function and integrity and is impaired
in dystrophin-deficient mice and humans. NO impairment causes vascular dysfunction and

ischemic muscle damage [142—-144]. A new therapeutic approach modulates the nitric
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oxide-cyclic guanosine monophosphate (NO-cGMP) signaling pathway in muscular
dystrophy. The inhibition of phosphodiesterase type 5 (PDE5) prolongs the half-life of
cGMP and induces an angiogenic response [145]. Treating mdx mice with sildenafil or
tadalafil, two PDES5 inhibitors, significantly reduces Dia damage, fibrosis, and weakness
with no effect on fatigue resistance [146]. Sildenafil also acts on the expression of the pro-
fibrotic and pro-inflammatory cytokine tumor necrosis factor-a (TNF-a) [146]. A study
involving ten patients with DMD treated with sildenafil or tadalafil showed that sildenafil
reduces ischemia and normalizes blood flow in dystrophic skeletal muscle during exercise
that is dampened in boys with DMD [147], while tadalafil delays cardiomyopathy in dogs
with muscular dystrophy [148]. Several animal studies have reported the positive effects of
tadalafil and sildenafil on bone healing following fractures [149, 150]. Tadalafil was tested
in a phase 3 randomized placebo-controlled 48-week trial in patients with DMD but the
treatment did not delay the loss of ambulatory ability [151]. However, tadalafil and
sildenafil have positive effects on skeletal muscle and bone and can prevent the adverse
effects of bisphosphonate treatments in animal models [152]. Additional studies are
required to determine whether this treatment can improve the health of patients with DMD

and slow the progression of the disease.

Nuclear factor-kappa B (NF-kB) is a key transcriptional factor that plays a central role in
muscle degeneration, muscle atrophy, and osteolysis [153-155]. Targeting the NF-kB
pathway is thus a potential avenue for managing the muscle-bone complex in DMD.
Vamorolone (VBP15) is a new glucocorticoid-derived molecule that has been optimized to
inhibit NF-kB. In vitro, VBP15 protects muscle cells against damage and stimulates
membrane repair, while in dystrophic mdx mice, it enhances strength, improves the
phenotype, and limits GC-related adverse effects [156]. Unlike GCs, VBP 15 maintains
bone growth and density and reduces heart fibrosis in dystrophic mice [156]. Recent first-
in-human phase | clinical trials in healthy adults indicated that ascending doses of
vamorolone are well tolerated, as supported by bone and metabolic and immune
biomarkers studies [157]. Edasalonexent (CAT-1004), another NF-kB inhibitor, improves
the activity, muscle mass, and function of dystrophic mice while reducing fibrosis and
cardiac dysfunction [158]. A recent phase Il clinical trial showed that edasalonexent
reduces muscle edema and circulating CK levels and significantly improves functional
performance [159]. The inhibition of NF-kB is thus an important and promising target for
the treatment of DMD.
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3.7 RANK/RANKL/OPG and Muscular Dystrophy

Our most recent publications also support the hypothesis that the muscle-bone unit may
be treatable with a single drug in DMD. The discovery of receptor activator of NF-kB
(RANK) and the RANK/RANKL/OPG triad, which is part of the TNF superfamily, was a
major breakthrough in bone biology 20 years ago [160]. RANKL is secreted by osteoblasts
while RANK, its receptor, is located on pre-osteoclastic cells. The RANKL/RANK
interaction induces the formation of multinucleated mature osteoclasts, ultimately leading
to bone resorption and remodeling [161]. The third contributor, OPG, is also produced by
osteoblasts and binds to RANKL, inhibiting the RANKL/RANK interaction and subsequent
osteoclastogenesis [162]. The fact that OPG-null mice suffer from osteoporosis and that
the overexpression of OPG or the injection of high doses of exogenous OPG induce
osteopetrosis-like changes highlights the physiological relevance of OPG [163-165]. OPG
also serves as a decoy receptor for the tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand (TRAIL) and increases cell survival by blocking the pro-apoptotic effects of the
RANKL/RANK interaction [166]. OPG is thus a very efficient anti-resorptive and anti-

apoptotic agent.

Additionally, RANK, RANKL, and OPG mRNAs are present in skeletal muscle, and
RANKL/OPG proteins are found in the myoplasm [167-169]. We showed that RANK is
expressed in sarcolemmal membranes and may thus potentially interact with bone-derived
RANKL [170]. In addition, we showed that fully differentiated myotubes secrete OPG,
supporting bi-directional signaling between bone and muscle [171]. In osteoclasts, the
RANKL/RANK interaction activates the Ca?*-dependent and TNF receptor-associated
factor (TRAF) TRAF/NF-kB signaling pathways, which are dysregulated in DMD [158, 160,
172-178].

Using muscle-specific RANK receptor deletion, we showed that muscle RANK is a
regulator of Ca?* storage and sarco(endo)plasmic reticulum Ca?*-ATPase (SERCA) activity
and function in fast-twitch EDL skeletal muscles [170]. Furthermore, muscle-specific RANK
deletion has inotropic effects in denervated EDL muscles, increasing the maximum
specific force production while inducing slight muscle atrophy [170]. As the RANK/RANKL

pathway is important in Ca* regulation, and as mdx dystrophic mice present a
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dysregulation of Ca®* homeostasis, we treated dystrophic mice with full-length OPG linked
to an Fc fragment (FL-OPG-Fc), the natural inhibitor of RANKL. We showed that the FL-
OPG-Fc treatment greatly reduces the inflammation, restores the integrity, and improves
the function of dystrophic EDL muscles during the first and most important phase of
muscle degeneration [171]. FL-OPG-Fc also significantly improves the function of slow-
twitch soleus (Sol) and Dia dystrophic muscles, albeit to a lesser extent [171].
Interestingly, FL-OPG-Fc does not enhance the force of healthy wild-type skeletal
muscles, suggesting that, like muscle-specific RANK deletion, an underlying pathology or

dysfunction is required to exert its beneficial effect [170, 171].

We next dissected out the contribution of RANK/RANKL/OPG in dystrophic muscles using
genetic and pharmacological approaches and showed that RANK mRNA levels are fivefold
higher in dystrophic EDL muscles. A recent study showed that the levels of several
members of the TNF receptor family are significantly elevated in mdx mice serum,
including the RANK protein, suggesting that it may be involved in muscular dystrophy
[179+, 180]. To examine the involvement of RANK in dystrophic skeletal muscle, we
generated mdx mice with a muscle-specific RANK deletion. The deletion of muscle RANK
significantly improves the force of dystrophic EDL muscles but has no protective effects
against eccentric contraction induced muscle dysfunction. These data indicate that the

RANK/RANKL/OPG pathway may play a role in dystrophic muscle pathophysiology.

Alternatively, daily FL-OPG-Fc injections for 10 days increase the maximal specific force of
dystrophic EDL muscles, markedly protect against eccentric contraction-induced muscle
dysfunction ex vivo, and significantly improve functional performance on an eccentric
downhill treadmill and on traveling distance post-exercise [179¢]. Since OPG serves as a
soluble receptor for RANKL and as a decoy receptor for TRAIL, we treated mdx mice with
anti-RANKL and anti-TRAIL antibodies and showed that they significantly increase the
force of dystrophic EDL muscles, but to a much lesser extent than FL-OPG-Fc [179¢].
Truncated OPG-Fc, which only contains RANKL domains, produced modest but significant
gains of force, suggesting that RANK-independent mechanisms are also in play [179¢]. In
dystrophic muscles, SERCA overexpression reduces susceptibility to eccentric
contraction-induced muscle damage, while intrinsic laryngeal muscles that overexpress
SERCA are spared from muscular dystrophy [181, 182]. In mdx muscles, an FL-OPG-Fc

treatment, but not muscle-specific RANK deletion, almost completely restores SERCA
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activity, providing evidence that FL-OPG-Fc may rescue Ca®" cycling/homeostasis through
a SERCA-dependent mechanism [179¢]. To confirm that FL-OPG-Fc also acts
independently of the RANK/RANKL pathway, mdx mice with a muscle-specific RANK
deletion were treated with FL-OPG-Fc and exhibited a significant gain in force, indicating
that the effect of FL-OPG-Fc is in part independent of the RANKL/RANK interaction [179¢].
Investigations are currently underway to understand the RANKL-independent mechanisms
of action of FL-OPG-Fc. Since FL-OPG-Fc may protect skeletal muscles and bones
simultaneously, it may be a promising therapeutic candidate alone or in combination with
the current standard of care for DMD. Although anti-RANKL does not protect against
eccentric contractions, our data point to a role for RANK/RANKL in muscular dystrophy.
Thus, denosumab, an anti-RANKL antibody that is already prescribed for osteoporosis,
GC-induced osteoporosis, and bone metastases, may be of benefit for patients with DMD
[183], as shown in a recent case report where 18 months of denosumab therapy improved
lumbar bone mineral density and bone turnover markers in a GC-treated boy with DMD
[184].

3.8 Conclusion

In addition to muscle dysfunctions, low bone mineral density and bone fragility have been
documented in various muscular dystrophies, including DMD, with debilitating
comorbidities [5, 19, 36, 185, 186].The bone weakness observed in DMD is partly caused
by the decline in locomotion, the chronic use of GCs, and the changes in muscle-bone bi-
directional molecular interactions highlighted in the present review. These muscle-bone
crosstalks involve bone-derived osteokines, muscle-derived myokines, and dual-origin
cytokines that act on common signaling pathways, including inflammation, fibrosis,
catabolism, anabolism, angiogenesis, and calcium homeostasis. Given the delays in
developing genetic approaches to restore dystrophin expression and function, strategies to
target common signaling pathways involved in muscle and bone diseases are an important
short-term approach for treating DMD. These novel drugs can be explored on their own, to
target the dystrophinopathy with the goal to also provide benefit to bone, or as a
complementary adjunct to muscle-targeted therapies in order to counteract the negative
effects of GCs on bone. Lastly, further investigations are obviously needed to validate
muscle-bone interactions and to focus on crosstalk-based approaches that can protect

both bone and skeletal muscle, with the ultimate goal of improving quality of life, and life
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expectancy in DMD.
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3.10 Figures, tables and legends
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Fig. 3.1 Myokines, osteokines, and dual-origin cytokines involved in Duchenne muscular
dystrophy.
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Chapitre 4 : L’ostéoprotégérine pleine longueur se lie aux
cellules musculaires via son domaine de liaison a
I’héparine et augmente rapidement la force de muscles

EDL dystrophiques
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Résumé

La dégénérescence musculaire et la fragilité osseuse peuvent survenir conjointement,
comprendre des dialogues moléculaires muscle-os et agir sur des sentiers signalétiques
communs, incluant RANK/RANKL/OPG. L’action indépendante de RANKL/RANKL du FL-
OPG-Fc sur les muscles dystrophiques est toutefois inconnue. Dans I'os et d’autres tissus,
'OPG peut exercer des roles biologiques via des interactions cellulaires directes. Nous
montrons ici que le FL-OPG-Fc se lie aux myotubes par son domaine de liaison a
I'héparine, qu’il active des effecteurs en aval des intégrines FAK/Akt/CaMKIl, qu’il module
la phosphorylation de phospholamban, régulateur clé de SERCA et qu’il mitige la libération
de créatine kinase dans un modéle de dommage induit par une surcharge calcique. In
vivo, le FL-OPG-Fc peut atteindre et lier les muscles dystrophiques en I'absence de
I'interaction RANKL/RANK et engendrer une hausse aigué des forces tétaniques dans les

muscles EDL dystrophiques, augmentant la capacité contractile.

96



Abstract

Muscle degeneration and bone fragility occur concurrently and comprise bidirectional
muscle-bone molecular crosstalk and common signaling pathways, including
RANK/RANKL/OPG. We have previously shown that muscle-specific RANK deletion
improves dystrophic EDL muscles function but that 10 d full-length OPG-Fc (FL-OPG-Fc)
treatment confers superior and distinct improvements. The RANK/RANKL-independent
actions of FL-OPG-Fc on dystrophic muscles are still unexplained. In bone and other
tissues, OPG can exert biological roles via direct cellular interactions. We show that FL-
OPG-Fc binds to C2C12 and DMD muscle cells through its heparin-binding domain,
activates downstream effectors of integrins FAK/Akt/CaMKIl, modulates the
phosphorylation of phospholamban, key regulator of SERCA pumps and mitigates CK
release in a model of Ca®" overload-induced damage. In vivo, FL-OPG-Fc can reach and
bind to dystrophic muscles in the absence of RANK/RANKL interaction and yield an acute
enhancement of tetanic forces in dystrophic EDL muscles, increasing contractile capacity.
This out of the triad and direct action of OPG via its heparin-binding domain represents a
new axis of muscle-bone molecular interactions able to influence muscle signaling,

dystrophic muscle function and conceivably, other muscular biological processes.
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4.1 Introduction

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is an orphan X-linked recessive disease resulting
from loss-of-function mutations in the dystrophin gene. The absence of the structural
protein dystrophin within the muscle cytoskeleton causes architectural fragility,
vulnerability to contraction-induced damage, sarcolemmal permeability to macromolecules,
persisting elevation of intracellular calcium levels, reactive oxygen species (ROS) leading
to progressive weakness, necrosis, inflammation, fibrosis and ultimately to progressive
skeletal and cardiac muscles deterioration’. Before the loss of contractile tissue and
replacement by connective tissue, there is an inherent muscle weakness in patients living
with DMD. Magnetic resonance imaging observations showed that the loss of muscle force
production outpaced the loss of muscle mass, i.e. muscle contractile area®3. This
incapacity for dystrophic muscles to properly contract is in part associated with disrupted
excitation-contraction coupling (ECC) steps such as compromised sarcolemmal
excitability, reduced Ca? release from internal stores and inefficient myofilament cross-

4-11

bridges*'" or release of ROS'™. Thus, correcting the impairment of ECC should rapidly be

translated into gains of force production in dystrophic muscles.

Muscle degeneration and bone fragility occur in tandem in DMD and several other
diseases and conditions, implying bidirectional crosstalks and common signaling pathways
between bone and muscle''®. The receptor-activator of nuclear factor kB (RANK), the
receptor-activator of nuclear factor kB ligand (RANKL), and osteoprotegerin (OPG) are key
members of the tumor necrosis factor (TNF) superfamily that govern bone remodelling®.
The RANKL/RANK interaction on pre-osteoclastic cells leads to bone resorption while
OPG is a decoy receptor for RANKL inhibiting osteoclastogenesis'”'8
hypothesis is that the well-characterized RANK/RANKL/OPG signaling pathway in the

context of bone homeostasis and disease is also important in the initiation and progression

. Our working

of muscle diseases such as DMD. In skeletal muscle, we found that RANK mRNA is highly
expressed in dystrophic muscles from mdx mouse, relative to healthy muscles'. On the
other hand, muscle-specific RANK deletion in dystrophic mice (mdx-RANK-mKO)
significantly improved, ex vivo, the extensor digitorum longus (EDL) muscles’ maximal
specific force (sP0) during the first and most important phase of muscle degeneration, but
without protective effect against eccentric contractions-induced dysfunction™. In
comparison, a 10 d treatment with full-length OPG fused to a Fc fragment (FL-OPG-Fc)

was superior to muscle-specific RANK deletion in terms of improvement in force
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production of dystrophic EDL muscles, reduced eccentric contractions-induced dysfunction
and increased maximal SERCA activity'®%
OPG-Fc which only contains RANKL domains (TR-OPG-Fc) produced significant but

modest gains in force, suggesting the presence of RANK/RANKL-independent

. Consistent with these findings, truncated

mechanisms by which FL-OPG-Fc induces its effects on dystrophic muscles'®. However,
the molecular mechanisms by which FL-OPG-Fc produces its effects on dystrophic

muscles remain unknown.

Structurally, the OPG protein contains four TNFR-like domains (RANKL domains), two
death domains (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL domains),
and a highly basic heparin-binding domain?'. Each of these 7 domains have biologically
significant functions in bone, vascular, immune and tumoral cells?>. For example, OPG
promotes cell survival via its decoy receptor for TRAIL or stimulates cell proliferation and
migration via its heparin-binding domain through a variety of heparan sulfate
proteoglycans (HSP) and glycosaminoglycans chains (GAG)-containing proteins?2’, in
particular syndecans which work alongside integrins and other ECM proteins such as
laminin?’32%°_ Besides, laminins possess chain-specific heparin-binding domains that can
bind to several growth factors and influence biological processes, possibly in collaboration

with its integrins receptors®'3?.

Interestingly, augmenting integrin-f1 activity with
monoclonal antibody enhances regeneration and function of dystrophic muscles in mdx
mice®. In addition, the integrin-linked kinase (ILK), a mechano-receptor enzyme
associated with the cytoplasmic domain of integrins, mediates force transduction in
cardiomyocytes through calmodulin-dependent protein kinase Il (CaMKIl) / SERCA /
phospholamban (PLN) modulation®. Based on these recent observations, we
hypothesized that FL-OPG-Fc interacts directly with HS/GAG-containing proteins via its
heparin-binding domain, activates integrins signaling, modulates SERCA/PLN and exerts
an acute RANK/RANKL-independent beneficial effect on dystrophic EDL muscle function.
In this study, we show that FL-OPG-Fc binds directly to myofibers in vitro and in vivo via its
heparin-binding domain, activates integrin downstream signaling such as focal adhesion
kinase (FAK)/ protein kinase B (Akt)/CamKIl and modulates PLN. Next, we show that FL-
OPG-Fc treatment mitigates creatine kinase release in a model of Ca®" overload-induced
damage in vitro and a single injection of FL-OPG-Fc significantly increases the contractile
capacity of dystrophic EDL muscles after 24h. Together, these data show that the heparin

domain of OPG is essential for its interaction with muscle cells in vitro and in vivo which
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activates downstream signaling pathway known to prevent muscle injury and enhance

muscle function.

4.2 Materials and methods

Animals : All procedures were approved by the Université Laval Research Center Animal
Care and Use Committee based on Canadian Council on Animal Care guidelines. Wild-
type  (WT)(C57BL/10ScSnJ), mdx  (C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J) and  OPG™
(Tnfrsf11btm1Eac OPG™) mice were obtained from The Jackson Laboratory (USA). Mdx-
RANK-mKO mice were generated and screened for genotype as previously described'®.
All animals were bred at our specific pathogen-free animal facility. At 34 days of age, mdx
mice were injected i.p. with FL-OPG-Fc [1 mg/kg] (R&D systems), equimolar dose of Fc-
fragment (Cedarlane), equimolar dose of TR-OPG-Fc (Syd Labs) or equivolume of vehicle
(PBS). Twenty-four hours later, the EDL muscles were isolated from mice under
anesthesia/analgesia and muscle dissected for contractile property measurements ex vivo.
Mice were euthanized by cervical dislocation. Treatment administration was blinded and
contractile properties were assessed by two “blinded” investigators. For OPG binding
assay, animals were first injected with FL-OPG-Fc 1 mg/kg or equi-volume of vehicle
(PBS) and EDL muscles were dissected under anesthesia/analgesia 6 h later, embedded
in tissue freezing medium, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until further

analysis.

Serum OPG measurement : At 34 days of age, mdx mice were injected i.p. with FL-OPG-
Fc [1 mg/kg] or equi-volume vehicle (PBS). Blood was withdrawn at baseline, 15 min, 30
min, 1 h, 2 h and 6 h and OPG content measured in serum with a commercial OPG ELISA
kit (R&D Systems).

Cell culture: C2C12 myoblasts (ATCC, Manassas, VA) proliferated in high-glucose
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (HyClone) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS; HyClone) and 1% antibiotic-antimycotic (Life Technologies) in a 5% CO- and
37°C incubator. Myoblasts derived from DMD patients proliferated in MB-1 medium
supplemented with 40 ng/mL of bFGF and 15% FBS. When myoblasts reached 90%
confluence, medium was substituted by high-glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium
containing 1% equine donor serum (Fisher) supplemented with 1% antibiotic-antimycotic

and 1% ITS (Sigma) for 5 days to induce differentiation into myotubes. Mature myotubes

100



were then exposed to FL-OPG-Fc [100 ng/ml], equimolar TR-OPG-Fc, equimolar triple
mutant OPG AAQ, equimolar quadruple mutant OPG AAAH, or equi-volume of vehicle
(PBS). The triple mutant is mutated on K241A/R242A/R243Q and the quadruple mutant on
R366A/K367A/R370A/R379A, process as previously described®. For binding challenges,
myotubes were treated with heparinase Ill 50 mlU/ml (Sigma) for 12h before FL-OPG-Fc
or washed with PBS with heparin 100 ng/ml (Sigma) following FL-OPG-Fc.

Western blot (WB) : Following FL-OPG/FL-OPG-Fc/TR-OPG-Fc treatments, myotubes
were washed 4 times in PBS then homogenized in RIPA lysis buffer containing protease
inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich). Protein homogenates were separated by gel
electrophoresis (Bio-Rad) and transferred to polyvinylidene difluoride membranes (Bio-
Rad), blocked in 5% skim milk, and incubated overnight at 4°C with primary antibodies
against OPG (R&D systems AF459), FAK (Cell Signaling 3285S), pFAK-tyr397 (Cell
Signaling 3283S), Akt (Cell Signaling 9272S), pAkt-ser473 (Cell Signaling 9271S), CaMKII
(Abcam ab52476), pCaMKII-thr286 (Abcam ab32678), SERCA1 (Abcam ab92666),
SERCA2 (Abcam ab91032), PLB (Cell Signaling 14562S), pPLB-thr17 (Santa Cruz sc-
17024) or pPLB-ser16 (Abcam ab15000). The membranes were washed and incubated
with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology).
Protein bands were revealed using the ECL-Plus chemiluminescent detection system
(Perkin-EImer) and were normalized for total protein loading using Gelcode Blue Stain
reagent (Thermo Scientific). ImageQuant LAS 4000 biomolecular imager was used to
detect a chemiluminescent signal and analyzed using Quantity One software (version
4.6.6; Bio-Rad).

Isometric contractile properties : The mice were administrated buprenorphine for
analgesia [i.p. 0.1 mg/kg], and sodium pentobarbital for anesthesia [i.p. 50 mg/kg]. EDL
muscles were carefully dissected and attached to an electrode and a force sensor (305B-
LR dual-mode, Aurora Scientific Inc.) controlled by Dynamic Muscle Control Analysis unit
and data acquisition software (Aurora Scientific Inc.). EDL muscles were incubated at
25°C in oxygenated Krebs-Ringer solution with [2 mg/mL] of added glucose. Once the
optimal length (LO) had been determined, the muscles were stimulated for 500 ms at 1, 10,
20, 35, 50, 80, 100, 120 and 150 Hz to induce subtetanic and tetanic contractions and to
determine the force-frequency curves. Twitch force (Pt, g) and maximal absolute force (PO,

g) values were recorded and analyzed using Dynamic Muscle Data Analysis software
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(Aurora Scientific Inc.). EDL muscles’ resistance to eccentric contractions-induced
dysfunction was tested using 7 tetanic contractions at 150 Hz for 500 ms followed by
muscle lengthening at 0.5 L0/s for 200 ms with a 1-min rest period between contractions.
The length of the muscles was measured, the tendons were removed, and the muscles
were weighed to calculate their sP0 using the following formula: sPO (N/cm2) = PO (g) x Lf
(mm) x muscle density (mg/mm?®)/muscle mass (mg), Lf is LO x 0.44 and muscle density is
1.062.

Immunofluorescence and staining : For EDL bundles immunofluorescence, fresh EDL
muscles were mechanically separated with micro-forceps under binocular magnification
and exposed to FL-OPG-Fc [100 ng/ml], equimolar dose of TR-OPG-Fc or equi-volume of
vehicle (PBS) for 1h at 37°C in Krebs-Ringer solution with [2 mg/mL] of added glucose.
For OCT-embedded EDL muscles, transverse sections (10 um) were cut mid-belly (Leica
Microsystems CM1850). Myotubes, EDL bundles and EDL sections were washed 4 times
with PBS, fixed 20 min with 4% PFA, blocked for 2h in 2% BSA-PBS and exposed to
primary antibodies against OPG (R&D systems AF459) and laminin (Sigma L9393) for 2h.
Samples were washed 4 times with PBS, then secondary anti-goat Alexa Fluor 594 or anti-
rabbit Alexa Fluor 488 (Invitrogen) was added for 2 h then washed 4 times with PBS and
finally samples were mounted with DAPI gel (SouthernBiotech) before examination under

an Axio imager M2 microscope with Zen software (Zeiss, Germany).

Model of Ca®* overload-induced damage : Myotubes were treated with FL-OPG-Fc [100
ng/ml], equimolar dose of TR-OPG-Fc or equi-volume of vehicle (PBS). After 24h, media
was removed and replaced with media containing 1 uM cardiotoxin (Naja pallida, Latoxan)
for 1h. The media was then collected and analyzed for creatine kinase activity, as an
indicator of muscle leakage and damage, with a commercial kit (Point Scientific) while the
cells were lysed with RIPA buffer to normalize for total protein content with pierce-BCA
protein assay kit (Thermo Fischer). All of the experiment was conducted in a 5% CO; and
37°C incubator.

Statistical analyses : All values are expressed as means + SEM. The data were
analyzed using a one-way ANOVA, a one-way ANOVA for paired WB/CTX data or a two-
way ANOVA for repeated eccentric contractions, followed by Tukey’s test, and F-test was

used for linear regression analysis (Prism 6, Graphpad). The levels of significance were
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set at # p<0.10, * p<0.05, ** p<0.01, and *** p<0.001 for comparisons between PBS-

treated cells/mice and compounds-treated cells/mice.

4.3 Results

FL-OPG binds to C2C12 and DMD myotubes through its heparin-binding domain
C2C12 myotubes were exposed to FL-OPG-Fc [100 ng/ml], equimolar dose of TR-OPG-Fc
or equi-volume of PBS and immunohistofluorescence (IHF) on non-permeabilized cells
showed retention of the FL-OPG-Fc around myotubes, but not TR-OPG-Fc (Fig. 1A). To
confirm these results, FL-OPG-Fc [100 ng/ml] treated myotubes for 15, 30, 60 and 120 min
were washed, lysed and OPG content quantified by WB. OPG levels increased steadily
over a 2h period in FL-OPG-Fc-treated myotubes (Fig. 1B). Since FL-OPG-Fc possesses
a heparin-binding domain, we next tested whether heparinase Ill, which cleaves HSP as a
primary substrate, would diminish FL-OPG-Fc binding. Heparinase treatment for 12h
reduced OPG levels by 46% relative to PBS treated myotubes, suggesting that HSP is
important for FL-OPG-Fc binding (Fig. 1C; ***p<0.001). Accordingly, heparin-containing
PBS wash after FL-OPG-Fc treatment significantly reduced OPG levels at the cell surface
by 58% relative to PBS wash (Fig. 1C; ***p<0.001). We also co-incubated FL-OPG-Fc with
heparin for 1h before cell treatment, which almost completely abrogated FL-OPG-Fc’s
interaction with myotubes (Fig. 1C; ***p<0.001). Consistent with the IHF results, WB
experiments showed that TR-OPG-Fc does not bind to myotubes, suggesting that the
heparin-binding domain is essential for FL-OPG-Fc binding (Fig. 1C; ***p<0.001). To
further confirm the role of the heparin-binding domain in FL-OPG-Fc interaction with
myotubes, we compared the binding capacity of full-length OPG (FL-OPG) with three
amino acids substitutions in its TRAIL-binding domain D5 to FL-OPG with four
substitutions in its heparin-binding domain D7, both without an Fc fragment (Fig. 1D). WB
experiments confirmed that the mutant in the TRAIL-binding domain of FL-OPG (D5) binds
to myotubes while OPG-Fc with substitutions in the heparin-binding domain (D7) loses its
binding capacity, showing that the latter is responsible for OPG’s binding to myotubes (Fig.
1E). Finally, WB results showed that FL-OPG binds to myotubes from patients with DMD

and that the heparin-binding domain is essential for this interaction (Fig. 1F).

103



FL-OPG-Fc colocalizes with cell surface laminin, activates FAK/Akt/CaMKII,
increases PLN phosphorylation and reduces Ca** overload-induced damage in
C2C12 myotubes

Because FL-OPG-Fc can bind muscle cells through its heparin-binding domain, we next
verified whether it can colocalize with cell surface proteins. IHF results showed that
surface-bound FL-OPG-Fc colocalized with laminin, a ligand for integrins which are known
to be activated by OPG?**®(Fig. 2A). Next, we verified whether FL-OPG modulates the
activity of integrin effectors. We show that FL-OPG-Fc significantly increased the
phosphorylation of FAK on Tyr397 (+46% at 120 min, *p<0.05), Akt on Ser473 (+27% at
120 min, *p<0.05) and CaMKIl on Thr286 (+38% at 15 min, *p<0.05) when compared to
PBS (Fig. 2B). Then, we tested the influence of FL-OPG-Fc on SERCA expression and on
the phosphorylation of its modulator PLN. SERCA-1a and SERCA-2a levels were not
significantly altered by FL-OPG-Fc but PLN phosphorylation was increased on Thr17
(+187% at 30 min) and Ser16 sites (+36% at 120 min) Fig. 2C-D; *p<0.05), while total PLN
remained unchanged. Ultimately, to test the functional impact of FL-OPG-Fc, we used an
in vitro model of Ca?* overload-induced damage with cardiotoxin and show that prior FL-
OPG-Fc treatment, but not TR-OPG-Fc, mitigated creatine kinase release (-21%), a
marker of sarcolemmal integrity and cell necrosis, (Fig. 2E). In this model, FL-OPG-Fc
binding-dependent mechanism was counteracted by coincubation with ILK inhibitor
QLT0267 or SERCA inhibitor thapsigargin in the last hour before the cardiotoxin challenge
(Fig. 2E).

FL-OPG-Fc binds to dystrophic EDL muscles lacking muscle-specific RANK

To rule out potential endogenous OPG signal, EDL muscles isolated from OPG” mice
showed that FL-OPG-Fc, but not TR-OPG-Fc, also bind in vitro to bundles of fully
differentiated myofibers (Fig. 3A). Next, we injected i.p. FL-OPG-Fc to investigate whether
it interacts with EDL muscle in vivo. FL-OPG-Fc did reach and bind to EDL sarcolemma
less than 6 h following injection in OPG™ mice (Fig. 3B). Lastly, to exclude the possibility
that FL-OPG-Fc forms a RANK/RANKL/OPG tertiary complex and to ensure that FL-OPG-
Fc binds to myofibers in the absence of RANKL/RANK interaction, mdx-RANK-mKO mice
were injected FL-OPG-Fc. The IHF results show that FL-OPG-Fc binds to the sarcolemma
of EDL muscles independently of muscle RANK or dystrophin (Fig. 3C).
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A single FL-OPG-Fc injection increases dystrophic EDL muscles absolute and
specific maximal tetanic forces

Since circulating FL-OPG-Fc peaks 30 min following injection (Fig. S1), binds to muscle
fibers in less than 6 h and that previous work showed that prolonged treatment increases
muscle function®®, we tested the acute effects of FL-OPG-Fc by measuring ex vivo
contractile properties of dystrophic EDL muscles 24h after a single injection. We found that
FL-OPG-Fc did not influence twitch force but increased by 5.2 g (+31%) the maximal
absolute force (P0: 21,80 g, ***p<0.001) and by 3,6 N/cm? (+30%) the maximal specific
force of dystrophic EDL muscles (sP0: 15,27 N/cm?, ***p<0.001) compared to PBS-treated
mdx (Fig. 4A-C). As expected, this single FL-OPG-Fc treatment did not influence
bodyweight, muscle mass and muscle optimal length (Table 1). Also, equimolar doses of
Fc-fragment treatment did not increase the maximal absolute or specific forces of
dystrophic EDL muscles when compared to PBS-treated mdx mice (Figs. 4B-C). Similarly,
TR-OPG-Fc did not produce any significant gain in force of dystrophic EDL muscles (Fig.
4B-C). Furthermore, force-frequency curve analysis revealed that FL-OPG-Fc exclusively
increased dystrophic EDL muscles force between 80 and 150 Hz stimulation frequencies
(**p<0.01), corresponding to tetanic contractions (Fig. 4D). In addition, the dystrophic EDL
muscles’ twitch-to-tetanus ratio (Pt/P0), is rescued and comparable to WT values in FL-
OPG-Fc treated mice (*p<0.05) (Table 1), suggesting a change in SR Ca?" release and/or
myofilament Ca®" sensitivity. In accordance, the PO maximal rate of force development
(dP/dT) was steepened by 28,0% (*p<0.05) and time to peak tension (TPT) was shortened
by 14,3% (#p=0.08) with FL-OPG-Fc compared to PBS-treated mice (Table 1). Moreover,
to estimate the influence of FL-OPG-Fc on contractile capacity, we plotted the absolute
force (PO; g) as a function of the calculated cross-sectional area (cCSA; muscle
mass/L0*0,44*1,06). EDL muscles from WT mice had a PO-cCSA coefficient of
determination (R?) of 0,40, indicating that PO is moderately predicted by cCSA (Fig. 4E ;
*p<0.05). Dystrophic EDL muscles failed to reproduce that relationship with a R?=0,01
(Fig. 4E ; p=0.77), showing their contractile incapacity. FL-OPG-Fc restored muscle quality
as indicated by a higher PO-cCSA coefficient R?=0,50 (*p<0.05) in dystrophic EDL muscles
(Fig. 4E). Because FL-OPG-Fc enhanced dystrophic EDL muscles’ contractility, we
examined the underlying integrity 24h following a single FL-OPG-Fc injection by assessing
dystrophic EDL muscle’s resistance to repeated eccentric contraction-induced dysfunction.
A single injection of FL-OPG-Fc slightly but significantly improved EDL muscle resistance

to force loss during eccentric contractions when compared to PBS-treated mdx while TR-
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OPG-Fc and Fc-fragment had no effects (Fig. 4F). At the 7th and final eccentric
contraction, maximal tetanic force loss was 5,5% of the initial force for WT, 59,8% for PBS-
treated mdx and 48,4% for FL-OPG-Fc-treated mdx, an absolute 11,4% of recovery (Fig.
4F; *p<0.05).

4.4 Discussion

The modulation of signalling pathways common to myokines, osteokines and cytokines
originating from bone and muscle represents an innovative multifunctional approach to
target the muscle-bone unit in DMD'™'®. Our previous work demonstrated that the
RANK/RANKL/OPG pathway, responsible for bone remodeling, affects skeletal muscle
and a 10 d FL-OPG-Fc treatment improves dystrophic muscle function better than muscle-
specific RANK deletion, suggesting a RANK/RANKL independent action of OPG. Here, we
demonstrate that FL-OPG-Fc binds to myofibers through its heparin-binding domain,
induces the phosphorylation of key regulator of SERCA and rapidly increases dystrophic

EDL muscle force.

The binding of OPG through its heparin-binding domain has been observed, notably to
surface HSPGs on multiple myeloma cells*. Accordingly, we report the capacity of FL-
OPG-Fc to bind directly to muscle cells through its heparin-binding domain. As observed in
osteoblasts® and myeloma cells?®, FL-OPG-Fc binding was sensitive to heparinase
treatment which depletes cell surface HSPG and the addition of exogenous heparin
partially removed the interaction. Furthermore, FL-OPG-Fc-heparin coincubation
significantly reduced OPG binding which was completely abrogated by the deletion of
OPG-Fc’s heparin-binding domain. Moreover, the results we obtained using mutated FL-
OPG in which amino acids considered essential for HSPG binding have been substituted,
confirmed the importance of the heparin-binding domain for muscle interaction and
corroborated the HS-binding sites previously mapped®. Since OPG-integrin interaction
induces proliferation of endothelial cells and attenuates apoptosis through the activation of

FAK and Akt in ovarian cancer cells?**°

and given that HSPGs cooperate with integrins to
regulate cellular events®, we next investigated downstream effectors of the FL-OPG-Fc-
HSPGs interaction. FL-OPG-Fc treatment rapidly activated FAK, a key mediator of integrin
signaling, and Akt, a downstream target of signal transduction®®*'. FL-OPG-Fc also
activated CaMKIl, a serine/threonine specific protein kinase necessary for Ca®*

homeostasis via ILK/PLN/SERCA modulation in cardiomyocytes®. In these cardiac cells,
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ILK activated SERCA-2a/PLN through CaMKII and raised Ca?* firing rate directly related to
increased SR Ca*-uptake and loading®. On the other hand, in diabetic cardiomyopathy,
PLN phosphorylation by CaMK is decreased and accompanied with impaired cardiac
performance and reduced SR Ca®'-uptake*’. In our study PLN phosphorylation is
increased by FL-OPG-Fc treatment concomitantly with CamKIl activation, therefore
suggesting a disinhibition of SERCA and enhanced SR Ca*'-uptake and loading. A 10 d
FL-OPG-Fc treatment enhanced SERCA maximal activity in dystrophic EDL muscles'.
Here, to test FL-OPG-Fc effect on Ca*" handling, we used a model of Ca®"-overload
induced damage with the assumption that FL-OPG-Fc would reduce myotube damage and
leakage. We found that FL-OPG-Fc mitigates CK release, an indicator of sarcolemma
integrity, which was reversed with ILK or SERCA inhibitors, supporting downstream
effectors discovered above. Thus, the binding capacity of OPG goes beyond the regulation
of its bioavailability and is not limited to cancer cells as it can bind to muscle cells in culture
to induce similar signalling pathways (FAK/Akt/CaMKII/PLN/SERCA) that can trigger

important changes in the function of failing hearts or dystrophic muscles**2,

Beyond these experiments on cultured muscle cells, we also showed that native OPG and
exogenous FL-OPG-Fc can reach and associate with dystrophic EDL muscles lacking
RANK receptor, ruling out once again potential RANK/RANKL/OPG tertiary complex*® and
putting forward an off-triad muscle-bone molecular interaction. We demonstrate that a
single injection of FL-OPG-Fc potentiates both the PO and the sP0O of dystrophic EDL
muscles during tetanic contractions with sustained Ca?* release, suggesting that calcium
loading and/or release from SR is improved with FL-OPG-Fc treatment. Interestingly,
myofibrillar Ca®* sensitizers that slow the unbinding-rate of Ca®* from troponin increase
force exclusively at sub-tetanic contractions and delay relaxation®. In the present study,
FL-OPG-Fc does not seem to affect troponin sensitivity to Ca?* because there was not a
significant increase in PO and sPO during sub-tetanic contractions, reinforcing our
sustained Ca*" release hypothesis as it is impaired in dystrophic muscles®’°'. Moreover,
the reestablishment of kinetic properties of TPT, dP/dT and —dP/dT of PO from FL-OPG-Fc
treated dystrophic EDL muscles further support the notion of sustained Ca®" release and
increased SR Ca?*-loading. The inefficacy of TR-OPG-Fc or the Fc fragment to improve
these parameters is indicative of a direct effect of FL-OPG-Fc on dystrophic muscles. In
terms of the PO gain, the PO-cCSA relationship showed that young dystrophic EDL

muscles are not capable to produce maximal PO and the same impairment is seen in
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muscles from patients living with DMD?, underpinning the concept that the PO-cCSA plot
reflects muscle quality and that at early stage of the disease intact or regenerating
dystrophic myofibers display compromised ECC, altered SR Ca?* release and defective

6,8,11,52-55

sarcomere cross-bride cycling, causing weakness Indeed, a substantial

percentage of the muscle force loss during repetitive eccentric contractions is most likely
due to altered permeability, excitability, Ca?* release and Ca®* sensitivity of myofibers®®-",
Recent work shows that dystrophic muscle exhibit minimal force loss when the interval
between contractions is increased from 3 to 30 min and that ROS contributes markedly to
eccentric force loss'. On the other hand, our in vitro findings demonstrate that FI-OPG-Fc
activates FAK/Akt/CaMKII/PLN, an important pathway sufficient to improve dystrophic
muscles. For example, B1-integrin-activating antibody enhances regeneration and force
production of dystrophic muscles also activates FAK in vitro*® and o7p1-integrin-mediated
alleviation of muscular dystrophy in mdx/utrn-/- is in part due to the activation of ILK and
Akt®?. In another study, Akt activation in mdx improved muscle function*, prevented the
force drop following eccentric contractions and induced upregulation of genes codings for
proteins associated with Z-disks, costameres and anti-oxidant function®®. Moreover,
improvement of SERCA function in muscular dystrophies reduced muscle damage,
increased muscle function and decreased force deficit after eccentric injury*547%485 Thus,
our results show that muscle dysfunction is an earlier event, different than muscle wasting,
which can be ameliorated rapidly possibly through FAK/Akt/CaMKII/PLN/SERCA activation
without any changes in contractile content or structural integrity at Z-disks, costameres or

myotendinous junction.

4.5 Conclusion

In the present study, we showed that FL-OPG-Fc binds directly to muscle cells through its
heparin-binding domain, activates downstream effectors of integrins and modulates
calcium-handling proteins. Also, we discovered that FL-OPG-Fc, but not TR-OPG-Fc,
increases force production by mechanisms not fully understood in dystrophic EDL
muscles. We speculate that the acute force gains with FL-OPG-Fc treatment may involve
ECC components that are disrupted in dystrophic muscle fibers. Interestingly, is has also
been shown that a bone-released cytokine could influence muscle contractility with the
case of TGF-p that led to RYR oxidation and decreased Ca*" release in cancer-associated

muscle weakness®®. Rapid delivery of Ca®* to the myoplasm during ECC, particularly
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important in fast-twitch fibers®, is a mechanism that may speed the force development
(dP/dt) and contribute to the ability to generate higher power during cross-bridging events
activation by maintaining high levels of Ca®" binding to troponin®. In conclusion, this work
gives additional credence to the notion that muscle and bone share common signaling

pathways and bi-directional molecular crosstalk.

4.6 Abbreviations
Akt : protein kinase B

cCSA : calculated cross-sectional area

CNF : centrally nucleated fibers

CSA : mean fiber cross-sectional area

DMD : Duchenne muscular Dystrophy

dP/dt : maximal rate of force development
—dP/dT : maximal rate of relaxation

ECC : excitation-contraction coupling

EDL : extensor digitorum longus

FDB : flexor digitorum brevis

FL-OPG-Fc : full-length OPG fused to a Fc fragment
GAG : glycosaminoglycans

HS : heparan sulfate

HSPG : heparan sulfate proteoglycans

IHF : immunohistofluorescence

ILK : integrin-linked kinase

LO : optimal length

Mdx : dystrophin-deficient mouse model of DMD
Mdx-RANK-mKO : mdx mice with muscle-specific RANK deletion
OPG : osteoprotegerin

PO : maximal absolute force

PLN : phospholamban

Pt : twitch force

Pt/PO : twitch-to-tetanus ratio

R? : determination coefficient

RANK : receptor-activator of nuclear factor kB
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RANKL : receptor-activator of nuclear factor kB ligand
ROS: reactive oxygen species

SERCA : sarco/endoplasmic reticulum Ca?* ATPase
sPO0 : specific maximal force

SR : sarcoplasmic reticulum

TNF : tumor necrosis factor

TPT : time to peak tension

TRAIL : tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
TR-OPG-Fc : truncated OPG-Fc

VEGF : vascular endothelial growth factor

WB : western blot

WT : wild-type
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4.11 Figures, tables and legends
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(red)[100 ng/ml] for 60 min, not TR-OPG-Fc, binds to C2C12 myotubes (A). C2C12
myotubes were exposed to FL-OPG-Fc [100 ng/ml] for 15, 30, 60 and 120 min, washed
several times and OPG content determined by WB. OPG content increases in a time
dependent manner (n=6)(B). Pre-treatment with heparinase Il [50 mU/ml for 12h] or
coincubation of FL-OPG-Fc with exogenous heparin [100 ng/ml for 1h] significantly reduce
the affinity of FL-OPG-Fc [100 ng/ml for 60 min] to myotubes (n=4)(C). FL-OPG-Fc binding
is also diminished by washing myotubes with heparin-containing PBS [10 ug/ml] (n=4)(C).
TR-OPG-Fc does not bind to myotubes (n=4)(A-C). Schematic reconstitutions of the four
OPG compounds (D). OPG WB shows that native FL-OPG triply mutated in the D5 TRAIL
domain binds to C2C12 myotubes while native FL-OPG with quadruple mutations in the
D7 heparin domain fails to bind to myotubes (E). The selective affinity of FL-OPG-Fc is
also reproduced in isolated myotubes from a DMD patient (F). Mean £SEM, significantly
different from mdx PBS * p<0.05, ** p<0,01 and ***p<0,001.
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Figure 2
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(green) colocalize at the ECM and around myotubes (yellow)(A). Myotubes exposed to FL-
OPG-Fc [100 ng/ml] for 15, 30 and 120 min increases phosphorylation ratios of FAK on
Tyr397, Akt on Ser473 and CamKIl on Thr286 (n=5-7)(B). Myotubes treated with FL-OPG-
Fc [100 ng/ml] for 15, 30 and 120 min have unchanged levels of SERCA-1 and SERCA-2a
(n=6-8)(C). However, the phosphorylation of PLN on Ser16 and to a larger extent on
Thr17, which disinhibits SERCA activity, increased at 30-120 min following FL-OPG-Fc
stimulation (n=6-7)(D). In a model of cardiotoxin induced cytosolic Ca?* overload,
preventive treatments with FL-OPG-Fc [100 ng/ml] for 24h reduce CK release in the
culture media while TR-OPG-Fc treatment failed to diminish CK release following
carditoxin challenge. CK release was normalized for total protein content (n=8-14)(E). The
ILK inhibitor QLT-0267 [1 uM] or SERCA inhibitor thapsigargin [1 uM] reversed the effect
of FL-OPG-Fc on the CK release, reaching values not different from PBS (n=4)(E). Mean
+SEM, significantly different from mdx PBS * p<0.05, ** p<0,01 and ***p<0,001.
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Figure 3
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Figure 4.3 FL-OPG-Fc binds to dystrophic EDL muscles. Immunofluorescence

OPG-/-
EDL bundles

OPG-/-
EDL

Mdx-RANK-mKO
EDL

microscopy shows that FL-OPG-Fc [100 ng/ml for 60 min], not equimolar dose of TR-
OPG-Fc, binds to EDL bundles from OPG” mice ex vivo (A). Six hours following i.p.
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administration, FL-OPG-Fc [1 mg/kg] binds to EDL myofibers in OPG” mice (B). Native
OPG and exogenous FL-OPG-Fc are also localized at the sarcolemma of EDL myofibers
from mdx-RANK-KO mice (C), indicating that FL-OPG-Fc can bind to muscle cells
independently of RANK/RANKL.
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Figure 4
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Figure 4.4 A single FL-OPG-Fc injection increases dystrophic EDL tetanic forces. Ex
vivo contractile properties of isolated EDL muscles from mdx mice at 25°C show that FL-

OPG-Fc [1 mg/kg] increases maximal absolute and specific tetanic forces 24h following a
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single injection, while equimolar dose of TR-OPG-Fc or Fc fragment had not effect (n=8-
12)(A-C). Force-frequency curve specifies that FL-OPG-Fc selectively increases tetanic
contractions forces (80-150Hz)(D). The relationship between maximal absolute force and
EDL cross-sectional area (CSA) shows compromised contractile capacity in PBS-treated
dystrophic muscles but the correlation between force and muscle area is restored in FL-
OPG-Fc treated dystrophic muscles (n=12)(E). Dystrophic EDL muscles resistance to
repeated ex vivo eccentric contractions is significantly improved by FL-OPG-Fc (n=8-
12)(F). Mean +SEM, significantly different from mdx PBS * p<0.05, ** p<0,01 and
***p<0,001.
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Figure 5
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Figure 4.5 Schematic and hypothetical binding and action of FL-OPG-Fc on muscle
cells. Model showing binding of OPG to muscle cells through laminin and HSPG and/or

integrin-p1, relaying signal directly to FAK and indirectly to CaMKIl and Akt on sites known
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Then, CamKIll
phosphorylates PLN on Thr17, relieving its inhibition on SERCA pumps, increasing Ca?*

to be phosphorylated by ILK, the adaptor kinase of integrins.

uptake and improving Ca®* homeostasis.
Figure 4.S1 OPG peaks in serum 30 min following FL-OPG-Fc injection. At 34 days of

age, mdx mice were injected i.p. with FL-OPG-Fc [1 mg/kg] or equi-volume vehicle (PBS).

OPG concentration was measured in serum at 0 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h and 6 h by

ELISA.

C57 WT Mdx PBS Mdx FL-OPG-
Fc

Body weight (g) 21,3+0,4 22,3+0,6 22,0+0,5
EDL muscle wet weight (mg) 7,4+0,2 7,5+0,3 7,6+0,3
EDL optimal length (LO; mm) 11,5+0,2 11,1+£0,2 11,5+0,2
Pt time-to-peak tension (TPT; ms)

24,1+0,7 24,8+1,2 26,1+2,3
Pt max rate force development (dP/dt; g/s)

406,4+28,9 287,3+13,7 311,5+20,3
Pt relaxation time (RT; ms)

21,2+1,9 18,8+1,3 21,0+1,6
Twitch-to-tetanus ratio (Pt/P0) 0,16+0,01 0,19+0,01 0,15+0,01*
PO time-to-peak tension (TPT; ms) 252,1+13,0 283,7+19,8 243,1+10,6#
PO max rate force development (dP/dt; g/s) 478,9+28,6 241,2+8,3 308,6+25,4*
PO relaxation time (RT; ms) 153,4+17,3 149,3+10,6 144,7+7,76

889,8+49,9 509,5+49,9 650,2+47,4*

PO max rate of relaxation (-dP/dt ; g/s)

Table 4.1 Morphology and contractile properties of EDL muscles. Mean +SEM n=12,

significantly different from mdx PBS #p<0.10,* p<0.05.
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Chapitre 5 : Conclusion

Les multiples approches pharmacologiques et génétiques novatrices qui sont développées
pour la DMD, incluant ou non au tissu osseux, devraient étre issues d’investigations
précliniques sur des modéles a haute valeur prédictive. La présente thése visait un
avancement des connaissances dans les pratiques précliniques en DMD par
l'identification de variables discriminantes de la mdx par rapport a la WT, puis la
caractérisation du nouveau modéle mdx/utrn+/-. Par la suite, parce que la DMD comprend
une dégeneérescence simultanée des muscles et des os, nous avons recensé les
convergences recentes au sujet des interactions moléculaires leur étant reliées dans un
ouvrage destiné a mettre a jour la communauté scientifique. Directement dans cette
thématique, nos travaux spécifiques a la voie RANK/RANKL/OPG présentés dans la these
sont une investigation biologique fondamentale amenant un avancement dans les projets
du laboratoire mais dévoilant surtout une nouvelle interaction muscle-os. Les conclusions
générales respectives de ces articles seront maintenant présentées, accompagnées de

nuances, limitations et perspectives.

5.1 - L’haploinsuffisance en utrophine n’affecte pas la fonction

musculaire de la mdx

Le chapitre 2 de la thése partait du principe que le développement de nouvelles approches
thérapeutiques pour la DMD nécessite des modéles animaux fiables et robustes, visant
'amélioration de la fonction contractile, I'intégrité structurale, la résistance aux dommages
induits par la contraction et donc l'arrét du cercle pathophysiologique réciproque de
dommages-inflammation. Néanmoins, volontairement ou involontairement, plusieurs
études sont publiées sans préconiser I'utilisation de paramétres discriminants adressant
ces visées. Pour faire face a ces lacunes, des entités de recherche en maladies
neuromusculaires comme le réseau TREAT-NMD partagent des recommandations que
nous tentions ici de renforcir et de compléter. De par les limitations apparentes de la mdx
adulte sur certains paramétres, la lignée mdx/utrn+/- a été proposée comme un modele
plus sévere et plus représentatif de la DMD pour I'étude a long terme de modalités
thérapeutiques. Cependant, il n’y a actuellement aucun consensus sur sa sévérité et les
caractéristiques de sa fonction musculaire in vivo et ex vivo. Des analyses fonctionnelles,

contractiles et histomorphologiques poussées étaient donc requises pour confirmer la dite
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supériorité de ce modeéle et ainsi avancer une recommandation le concernant. Initialement,
I'hypothése en lien avec caractérisation du modéle mdx/utrn+/- dans notre laboratoire était
par le fait méme dédiée a la validation de son utilisation pour des projets de traitement a

long terme avec le FL-OPG-Fc, I'anti-RANKL et des combinaisons pharmacologiques.

Premier protocole fonctionnel utilisé dans notre étude, la course sur tapis roulant décliné
induit une dysfonction et un dommage musculaire important et est une approche pour
mesurer la vulnérabilité fonctionnelle et structurale des muscles dystrophiques (165). Une
limitation de ce protocole est que le transfert des résultats du tapis vers un muscle isolé en
particulier est spéculatif étant donné Ila biomécanique de course affectant
différentiellement certains groupes musculaires. Nous avons montré que la performance
de cette course est sévérement compromise et que [lactivité post-tapis est
particulierement réduite tant pour les mdx/utrn+/+ que les mdx/utrn+/-, ce qui est cohérent
avec le rble structural assigné a la dystrophine mais ne discrimine pas les lignées mdx
entre elles (297). Nos résultats valident néanmoins I'utilisation du protocole de course sur
tapis décliné pour les études sur les mdx adultes. De plus, I'activité volontaire de base des
mdx/utrn+/+, mdx/utrn+/- et WT qui n’ont pas subi le protocole sur tapis était similaire,
éliminant de possibles variations intrinséques cognitives ou physiques qui auraient pu
influencer le résultat post-tapis. Les performances fonctionnelles égales observées sur le
tapis et l'activité subséquente ont été corroborées dans la capacité de suspension sur
grille inversée ainsi que dans le test de force de préhension des 4 pattes sur jauge de
force dans les mdx/utrn+/+ et mdx/utrn+/-. Ces résultats sont aussi en accord avec la force
de préhension normalisée sur le poids rapportée comme égale dans la littérature pour les
souris mdx/utrn+/+ et mdx/utrn+/- de 1 a 4 mois (156). Des résultats contradictoires ont
toutefois été rapportés par d’autres équipes. Par exemple, la durée de préhension de la
mdx/utrn+/- de 1 & 3 mois s’est révélée plus courte que celle de la mdx/utrn+/+ (164), ainsi
que la durée de suspension pour le test a deux ou quatre pattes de 1 a 4 mois (156). Ces
différences pourraient étre potentiellement dues a des variations de poids de corps entre
les deux lignées ou des subtilités techniques dans la prise de mesure. Dans notre étude,
les capacités de suspension ou de préhension normalisées par le poids de corps pour la
mdx/utrn+/+ ainsi que la mdx/utrn+/- a certains ages se sont avérées étre les mémes que
pour les WT, questionnant la sensibilité et la précision de ces tests pour I'évaluation
genotype-phénotype, particulierement dans ces modéles mdx ou les muscles ne sont pas

tous également affectés par la maladie et ou des mécanismes compensatoires prennent
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place lors de son évolution (297). Nos résultats suggérent donc que les niveaux
d’utrophine dans les muscles EDL de mdx/utrn+/- sont suffisants pour générer des

performances fonctionnelles similaires a la mdx/utrn+/+.

Etant donné les variables influencant les tests fonctionnels & I'échelle de I'animal entier
telles que des composantes motivationnelles, cognitives, motrices ou biomécaniques,
nous avons complété les propriétés contractiles ex vivo de 'EDL pour investiguer plus en
détails la fonction musculaire. Globalement, I'haploinsuffisance en utrophine a eu un
impact limité sur la majorité des paramétres contractiles, et ce, a tous les ages testés. Tel
qu’attendu, ces valeurs ont été largement inférieures a celles des WT, validant I'utilisation
de la mdx. Ces différences entre les WT et les mdx/utrn+/+ ou les mdx/utrn+/- en terme de
production de force maximale absolue et spécifique ne sont pas surprenantes car il est
documenté que la mdx vit sa plus importante phase de dégénération musculaire
immédiatement aprés le sevrage. A 2 mois d’age, la dystrophie musculaire en terme de
performances fonctionnelles, de force de secousse et de force maximale absolue s’est
partiellement dissipée et le gain de masse musculaire, communément appelé hypertrophie
compensatoire, a été hautement efficace a maintenir la force maximale absolue a 5 mois
dans les deux génotypes dystrophiques (298). L’'objectif premier du modéle mdx/utrn+/-
est de contrecarrer cette phase pour les études a long terme la traversant, afin d’éviter
que la maladie s’améliore indépendemment du traitement. Par contre, nos résultats
démontrent que la force maximale spécifique des mdx/utrn+/- n’a seulement eu qu’une
tendance a étre légérement et transitoirement plus basse que celle de la mdx/utrn+/+ a 2
mois. Au-dela de la production de force, une étude précédente a montré que les souris
mdx/utrn-/- sont trés vulnérables aux contractions excentriques (299). La résistance aux
contractions excentriques ex vivo des EDL dans notre étude était équivalente pour les
mdx/utrn+/+ et les mdx/utrn+/-, démontrant la similarité structurale et contractile entre ces
deux génotypes. Nos mesures biochimiques de l'activité de la créatine kinase en
circulation a 5 mois ont corroboré a I'échelle systémique que la mdx/utrn+/+ et la
mdx/utrn+/- souffriraient d’'une perte d’intégrité équivalente liée au dommage encouru par
cette structure dystrophique. Fait intéressant non-publié, les muscles de phénotype
mixte/lent SOL, en contraste avec les muscles rapides EDL publiés, ont réagit de maniére
similaire pour toutes les variables, montrant que le phénotype musculaire n’est pas

significativement affecté par I’haploinsuffisance en utrophine pour la mdx. Les fibres lentes
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de la mdx profitent d’ailleurs d’'une augmentation d’utrophine supérieure a celle retrouvée

dans les fibres rapides, ce qui rend donc ce résultat relativement prévisible.

Pour confirmer nos résultats fonctionnels et contractiles et tenter de se comparer a
certaines données de la littérature, nous avons ensuite utilisé des expériences
histologiques. Nous avons trouvé que l'aire de surface moyenne des fibres musculaires,
qui inclut des fibres hypertrophiées et des petites fibres en dégénération/régénération,
demeure statistiquement stable entre les mdx/utrn+/+ et mdx/utrn+/-. Fait intéressant, le
pourcentage de noyaux centraux en fonction du nombre de fibres musculaires était
significativement plus élevé chez les EDL des mdx/utrn+/- que les mdx/utrn+/+ a 1 mois,
suggérant un cycle de dégénération/régénération différé ou plus profond. La masse de
'EDL par rapport a la masse du corps est d’'ailleurs plus élevée a ce moment pour les
mdx/utrn+/-, possible cedéme accrue accompagnant ce phénoméne. Tel que discuté plus
haut, cette différence histologique ne s’est toutefois pas transférée sur la contractilité, qui
est d’ailleurs déja trés affectée a 1 mois pour la mdx/utrn+/+. Nous avons aussi observé
une quantité de fibrose similaire a 1, 2 et 5 mois pour les WT, mdx/utrn+/+ et mdx/utrn+/-,
suggérant que le gain de masse musculaire des EDL dystrophiques soit probablement
associé a de I'cedéme et que le processus fibrotique de la DMD n’est pas reproduit dans
les pattes du modéle mdx. Il y a d’ailleurs un manque de consensus pour la présence de
fibrose dans les muscles des pattes de ces deux lignées. En effet, la fibrose dans les
muscles gastrocnémiens a été rapportée comme plus haute pour les mdx/utrn+/- a 2 mois
mais pas a 10 mois. D’'un autre c6té, aucune fibrose n’a été observée dans les quadriceps
de mdx/utrn+/- a 3 ou 4 mois mais une augmentation positive I'a été a 6 mois
(161,163,300). D’autres travaux n’ont détecté aucune différence dans le tissu
nécrotique/fibrotique des tibialis anterior ou des triceps de mdx/utrn+/- a 4 mois (156). En
somme, a la lumiére de cette hétérogénéité inter- et intra-études, la perte de fonction
contractile des EDL semble survenir plus t6t que les changements histologiques dans les
souris dystrophiques de nos expériences, suggérant une faiblesse du matériel contractile
lui-méme. Pour éclaircir cette notion temporelle, nous avons effectué les propriétés
contractiles des muscles EDL des deux lignées a 8 mois. Les résultats préliminaires n’ont
montré aucune différence de production de PO ou sPO ni de résistance aux contractions
excentriques entre les lignées mdx, suggérant que les ages testés n’étaient pas une limite
de notre étude, qui se concentrait d’ailleurs sur la nature pédiatrique/adolescente/adulte

de la DMD. En complément, nos études contractiles non-publiées sur la mdx/utrn-/-

127



confirment qu’elles sont plus gravement touchées que la mdx/utrn+/+ pour tous les
parameétres de production de force et de résistance aux contractions excentriques,
soulignant le réle de l'utrophine et la capacité de nos techniques a mesurer ces
différences. Etant donné leur durée de vie limitée, les difficultés associées a leur
reproduction et le potentiel translationnel réduit car les patients vivant avec la DMD
expriment l'utrophine, la mdx/utrn-/- ne fait pas 'unanimité auprés de la communauté de

recherche en DMD et c’est la mdx/utrn+/- qui a été mise de I'avant.

Notre découverte que I'haploinsuffisance en utrophine n’empire pas la performance
fonctionnelle et les propriétés contractiles du muscle EDL des souris mdx suggére que son
expression monoallélique est suffisante dans la mdx/utrn+/- pour prévenir une
détérioration musculaire supplémentaire a l'absence de la dystrophine, soulignant la
capacité structurale de cette protéine. Supportant cette notion de seuil protéique suffisant
a conférer un bénéfice, des travaux précédents ont montré que de faibles niveaux de
dystrophine chez la mdx/utrn-/- peuvent conférer une protection aux muscles
dystrophiques et augmenter I'espérance de vie (301,302). Au final, les souris mdx
demeurent un modéle économique pour la découverte de composés thérapeutiques, en
particulier lorsque que les protocoles de propriétés contractiles, de résistance aux
contractions excentriques ex vivo et de course sur tapis roulant décliné sont utilisés, et ce,
spécifiquement durant la premiére phase aigué de dégénération/régénération qui survient
a 4-5 semaines d’age. Cependant, les résultats hétérogénes observés au sein d’équipes
de recherche de provenances multiples ont suggéré la présence de processus
inflammatoires et fibrotiques plus importants pour la mdx/utrn+/- adulte. Ces résultats
pourraient étre en lien avec les conditions d’animalerie en ce qui a trait & 'asepsie des
lieux, la nutrition, le nombre de croisements, etc. La lignée mdx/utrn+/- pourrait donc étre
utile pour I'étude de ces processus a long terme lorsque les conditions expérimentales le
permettent. La contractilité ex vivo n’a généralement pas été caractérisée dans les articles
supportant la mdx/utrn+/- comme un modéle plus grave au niveau fonctionnel et
histologique. Il est donc difficile de spéculer sur les potentielles répercussions de ces
processus sur la fonction musculaire isolée auprés des parameétres discriminants cités
plus haut et de comparer nos données de maniére critique. Une des rares publications
utilisant les propriétés contractiles pour une investigation avec ce modéle a montré a 20
semaines une baisse de 60% pour le sPO des muscles EDL des mdx/utrn+/- par rapport

aux WT (303). Une étude subséquente du méme groupe rapporte cependant une baisse
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non significative du sPO de 'EDL des mdx/utrn+/- a 10 semaines par rapport aux souris
WT, ainsi qu'une baisse de sP0O de 40% a 20 semaines par rapport aux souris WT (304).
Cette baisse est moins importante que celle de leur étude précédente mais cette fois plus
fidéle a nos résultats, données hétérogénes rendant l'interprétation du statut réel de la
lignée difficile, en plus du fait que ces études ne comportaient pas de mdx/utrn+/+.
Finalement, des études comparatives non-publiées d’'une équipe de I'Université de Sao
Paulo (Thése de Thais Borges Lessa) montrent des propriétés contractiles légérement
plus affectées a 2 mois mais égales a 6 mois pour les diaphragmes de souris mdx/utrn+/-

par rapport aux mdx/utrn+/+, ce qui est cette fois en accord avec nos données.

Au-dela de la mdx/utrn+/- elle-méme, cette lignée témoigne de l'importance de la notion
chronologique de traitement pré-apparition vs intra-maladie pour la communauté de
recherche sur la DMD. Cette distinction vise a traiter des populations de patients
différentes et nécessite des modéles mieux adaptés a I'évolution de la maladie. Les
nombreuses stratégies générées a cet effet, outre la manipulation de 'utrophine, incluent
la mdx2cv-mdx5cv-mdx4cv/TRG2 a téloméres courts, mdx52, mdx-myod-/-, mdx-
dystrobrevin-/-, mdx-a7integrin-/-, mdx-parvalbumin-/-, mdx-DBA/2J, mdx-Cmah-/- et
autres, augmentant la complexité et la difficulté du choix de lignée (133,305). Ces
derniéres possédent leurs avantages et limitations selon le budget, la chronologie de la
pathologie, le mécanisme d’action ciblé ou I'étude spécifique des muscles des pattes ou
cardio-respiratoires. A l'image de I'étude de I'électrophysiologie cardiaque qui nécessite
plusieurs modéles animaux pour I'étude des divers courants ioniques présents chez
’humain, les paramétres de la DMD peuvent se retrouver dans plusieurs modéles. De
plus, ces modéles doivent étre considérés pour la solidité de leur caractérisation et leur
compatibilité avec le phénotype ainsi que la génétique humaine. Devant cette étendue de
manipulations génétiques qui ont par le fait méme contribué a la compréhension de la
pathophysiologie de la DMD, la mdx demeure un choix reconnu par la littérature et doté de
paramétres discriminants de la WT. Les nouvelles technologies d’édition du génome
permettent néanmoins la création de modéles dystrophiques chez le rat, le lapin, le chien
et le porc (306). C'est donc vraisemblablement une démarche passant par un criblage a
I'échelle cellulaire, une validation chez la souris puis un transfert chez un animal de plus
grande taille qui augmentera la probabilité d’obtenir une stratégie efficace chez I'humain,

et non pas le choix d’'un seul et unique modéle mdx en particulier.
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Les interactions muscle-os dans la DMD

Dans l'optique de développer ces stratégies efficaces pour la DMD, il a été observé qu’en
plus des dysfonctions musculaires, une basse densité minérale ainsi qu’une fragilité
osseuse ont été associées a plusieurs dystrophies musculaires et accompagnées de
comorbiditées handicapantes (307-311). La faiblesse osseuse observée dans la DMD est
partiellement causée par la réduction de la locomotion, lutilisation chronique de
glucocorticoides et des changements dans des interactions moléculaires bi-directionnelles
muscle-os soulignées dans I'article de revue joint dans la thése. Cette notion d’organes
sécrétoires est d’ailleurs supportée par des hypothéses et découvertes au sein de
processus développementaux, de l'ostéogenése imparfaite, la guérison de blessures
musculosquelettiques, I'hypogravité, la sarcopénie et méme dans la faiblesse musculaire
liée au cancer ostéolytique (180,182,312-315). Les dialogues muscle-os de la DMD
incluent des ostéokines, myokines et cytokines qui agissent sur des sentiers de
signalisation communs impliqués entre autres dans [linflammation, la fibrose, le

catabolisme, I'anabolisme, I'angiogenése et 'homéostasie du Ca?*.

La nuance de ces affirmations réside en partie dans le fait que les approches
expérimentales permettant de réellement discriminer I'apport mécanique de l'apport
moléculaire, qui plus est de molécules isolées, constitue un défi important. De plus, au-
dela des rdles individuels de ces molécules, l'environnement globalement pro-
inflammatoire de la mdx peut brouiller leurs contributions respectives sur les deux tissus,
en plus de faire intervenir plusieurs autres types cellulaires. Un agent pourrait donc avoir
un role favorable sur un tissu et engendrer un effet positif indirect sur I'autre via une
amélioration systémique sans pour autant parler d’'une interaction moléculaire précise.
L'étude du domaine s’en voit donc complexifiée. Une autre limitation reliée a cette notion
est que l'amélioration simultanée de l'os et du muscle par un agent n’est pas
nécessairement synonyme qu’une interaction ou voie de signalisation commune est
causale pour la DMD. Par exemple, le récepteur RANK est un récepteur en amont de la
voie NF-kB dans l'os et son inhibition systémique pourrait théoriquement profiter aux
muscles dystrophiques en réduisant I'activation de NF-kB globalement, et ce, sans que

linteraction RANKL/RANK ne soit délétere pour la fonction musculaire en soi ou
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contributoire dans la DMD. Des investigations a ce sujet sont d’ailleurs en cours dans le
laboratoire afin de savoir si la présence ou I'absence de membres de la triade peuvent
causer des changements musculaires positifs ou négatifs. L'utilisation d’études
génomiques puissantes, de lignées cellulaires isolées, d’anticorps monoclonaux, de
techniques de quantification de la force musculaire, de lambeaux de tissus et de lignées

transgéniques spécifiques a I'os ou au muscle ont contribué a solidifier ces hypothéses.

Les approches innovantes ciblant les molécules de ce dialogue peuvent étre explorées
individuellement, pour a la fois viser la dystrophinopathie et les bénéfices a I'os, ou a titre
de complément aux soins musculaires pour contrer des effets négatifs sur I'os. L’article
traite d’ailleurs de lI'importance clinique de considérer la santé osseuse des patients DMD,
tant pour leur capacité motrice que pour leur survie. Des investigations supplémentaires
sont nécessaires afin de valider des interactions muscle-os et de choisir des approches
basées sur le dialogue muscle-os qui peuvent protéger a la fois le muscle et I'os, avec le
but ultime d’améliorer la qualité et I'espérance de vie dans la DMD. L’article contient un
résumé de nos travaux récents sur la voie RANK/RANKL/OPG dans la DMD, section
terminant avec la question ouverte d’'une action indépendante de la triade de I'OPG sur les

cellules musculaires.

L’OPG peut interagir directement avec les cellules musculaires

Nos travaux antérieurs ont démontré que le traitement de 10 jours avec le FL-OPG-Fc
améliorait la fonction musculaire mieux que la délétion spécifique de RANK musculaire
dans les muscles EDL de souris dystrophiques. Aussi, 'augmentation de [lactivité
maximale de SERCA conférée par le FL-OPG-Fc ne fut pas corroborée par I'approche
génétique, suggérant une action du FL-OPG-Fc indépendante de [interaction
RANKL/RANK. La liaison de 'OPG a des molécules autres que RANKL a été observée,
notamment aux protéoglycanes héparanes sulfates sur les cellules de myélomes multiples
(260). De maniéere similaire, nous rapportons la capacité du FL-OPG-Fc a se lier
directement aux cellules musculaires par son domaine de liaison a [I'’héparine.
Conformément a ce qui est vu sur les cellules de myélomes multiples ou les ostéoblastes
(260,316), cette liaison fut sensible a I'action de I'héparinase qui dépléte les héparanes
sulfates de surface et a I'ajout d’héparine exogéne suite au traitement avec le FL-OPG-Fc

qui a partiellement délogé I'interaction. De plus, la co-incubation du FL-OPG-Fc avec de
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'héparine a significativement réduit la liaison, qui fut compromise totalement lorsque la
protéine fut tronquée de son domaine de liaison a I'héparine. De plus, les résultats que
nous avons obtenus en utilisant le FL-OPG muté dans les acides aminés considérés
comme essentiels pour sa liaison aux héparanes sulfates d’ostéoblastes ont confirmé
l'importance de son domaine de liaison a I'héparine et corroboré les acides aminés de
cette liaison ciblés précédemment (258). Ces données sont conformes aux travaux sur les
cellules de myélomes multiples montrant que le FL-OPG se lie aux cellules tandis qu’il en
est impossible pour un variant tronqué d’OPG ne contenant pas de domaine de liaison a
'héparine (317).

Parce que linteraction OPG-intégrines induit la prolifération des cellules endothéliales et
atténue I'apoptose par I'activation de FAK et Akt dans les cellules de cancer ovarien et du
au fait que les HSP coopérent avec les intégrines pour réguler des processus cellulaires
(262,263,272), nous avons investigué les effecteurs en aval de l'interaction du FL-OPG-Fc
découverte précédemment. Le FL-OPG-Fc dans les cellules musculaires active
rapidement FAK, un médiateur clé de la signalisation des intégrines, et Akt, une cible en
aval de la transduction de ce signal (287,318). Le FL-OPG-Fc a aussi activé CaMKII dans
notre étude, une kinase spécifique aux sérines/thréonines qui a été rapportée comme
nécessaire a la gestion du Ca* par la modulation de ILK/PLN/SERCA dans les
cardiomyocytes (290). Dans ces cellules cardiaques, ILK active PLN/SERCA-2a par
'entremise de CaMKIl et augmente le taux de décharge calcique directement relié a la
recapture et charge de Ca?" du RS (290). A l'inverse, dans la cardiopathie diabétique, la
phosphorylation de PLN par CaMKIl est réduite et accompagne une performance
cardiaque compromise et une recapture de Ca?* du RS diminuée (319). Dans notre étude,
la phosphorylation de PLN a été augmentée par FL-OPG-Fc de maniére concomittante a
I'activation de CamKIl, suggérant une désinhibition de SERCA et une meilleure recapture
et charge de Ca? du RS. Nos observations en culture de myotubes sont en accord avec le
fait qu’a 10 jours de traitement de FL-OPG-Fc dans les muscles dystrophiques, I'activité
de SERCA est augmentée (320). Pour tester I'effet du FL-OPG-Fc sur 'homéostasie
calcique, nous avons par la suite utilisé un modéle cellulaire de dommage induit par la
surcharge calcique avec I'’hypothése que le FL-OPG-Fc réduirait le dommage et la fuite de
composantes intracellulaires. Nous avons trouvé que le FL-OPG-Fc peut réduire la

libération de la créatine kinase, un indicateur d’intégrité sarcolemmale, un phénoméne
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partiellement renversé par linhibition d’ILK ou de SERCA, supportant les acteurs

découverts plus haut.

La capacité de liaison de 'OPG n’est donc pas limitée aux cellules cancéreuses car le FL-
OPG-Fc peut se lier aux cellules musculaires et induire des sentiers signalétiques
(FAK/Akt/CaMKII/PLN) similaires a ce qui a été démontré comme pouvant déclencher
d’importants changements fonctionnels en contexte dinsuffisance cardiaque ou de
muscles dystrophiques (88,90,321-324). Aussi, nos résultats signalétiques montrent que
la capacité de liaison du FL-OPG-Fc par son domaine de liaison a I'héparine n’est pas
seulement utile pour réguler sa bioaviabilité ou demi-vie en circulation (257). Cette notion
de bioaviabilité est soulignée par le fait que le TR-OPG a un effet supérieur au FL-OPG
dans le traitement de la dégradation osseuse de I'ostéosarcome de maniére indépendante
de TRAIL car ce dernier peut étre immobilisé et neutralisé par des GAGs du
microenvironnement tumoral (256). Basé sur ces évidences, le FL-OPG aurait le potentiel
théorique d’étre immobilisé, internalisé et dégradé par les fibres musculaires
dystrophiques en régénération sur lesquelles les HSPG sont particulierement abondants
(274-276), devenant un contributeur potentiel de la faiblesse osseuse, tel que vu dans le
cas du myélome multiple (325). De ces connaissances émerge cependant un conflit entre
la volonté d’atteindre positivement I'os et le muscle, le TR-OPG étant beaucoup plus
efficace a traiter 'os que le FL-OPG, tandis que le FL-OPG peut atteindre directement le
tissu musculaire mais est limité en ce qui a trait a sa protection de I'os de par son
immobilisation sur les HSP/GAG ainsi que ses faibles propriétés pharmacocinétiques et
spécifité tissulaire en découlant. Ces considérations sont importantes pour les
perspectives thérapeutiques dessinées a partir d’études biologiques fondamentales

comme celle-ci.

Au-dela de ces expériences sur des cellules musculaires en culture, nous avons
également démontré que 'OPG natif et le FL-OPG-Fc peuvent atteindre et lier les muscles
EDL dystrophiques délétés spécifiquement en RANK musculaire, mettant de coété un
possible complexe tertiaire RANK/RANKL/OPG (255) et de l'avant une interaction
moléculaire muscle-os tant au niveau physiologique que lorsque le FL-OPG-Fc est injecté.
Nous avons ensuite exploité les connaissances issues des études de caractérisation du
modele mdx/utrn afin de choisir des indices discriminants de la fonction musculaire a 1

mois d’age pour la mdx, notamment le PO, sPO et la résistance aux contractions
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excentriques en propriétés contractiles ex vivo. Dans le cadre de ces travaux, nous avons
trouvé qu’une seule injection de FL-OPG-Fc potentialisait le PO et le sPO de muscles EDL
dystrophiques, exclusivement dans les contractions tétaniques correspondant a des
contractions liées a une libération de Ca?* soutenue. Cela suggére que le charge de Ca**
du SR et/ou la libération de Ca®" du SR serait augmentée avec le FL-OPG-Fc. Fait
intéressant, les agents augmentant la sensibilité myofibrillaire au Ca?* qui ralentissent la
dissociation du Ca?* de la troponine augmentent la force des fibres rapides spécifiquement
dans les contractions sous-tétaniques et ralentissent la relaxation (326). Dans notre étude,
le FL-OPG-Fc ne semble pas affecter la sensibilité au Ca?* de la troponine parce qu’on ne
retrouve pas d’augmentation significative du PO et sPO durant les contractions sous-
tétaniques, renforgant I'hypothése de la majoration de la charge et libération du Ca®* du
RS, qui sont compromises dans les muscles dystrophiques (102,104,105). L’absence de
gains en contractilité pour les souris WT traitées au FL-OPG-Fc suggére que ces
processus se doivent d’étre compromis pour que le traitement apporte un bénéfice (194).
De plus, le rétablissement du ratio Pt/PO et des propriétés cinétiques du TPT, dP/dT et —
dP/dT des PO d’EDL dystrophiques traités au FL-OPG-Fc appuie cette potentiation de
contractions tétaniques. En lien avec cette découverte, l'inefficacité du TR-OPG-Fc ou du
fragment Fc seul a augmenter ces paramétres supporte un effet lié a la capacité de liaison
du FL-OPG-Fc.

En terme de gain du PO, la relation PO-cCSA a montré que, en comparaison avec la WT,
les EDL dystrophiques de 35 jours n’étaient pas capable de produire un PO maximal. Ce
probleme est également observé pour les muscles de patients vivant avec la DMD (95),
renforgant la notion que la relation PO-cCSA réflete la qualité musculaire. Méme avant la
disparition progressive du tissu musculaire dans des stades avancés de la maladie, les
fibres dystrophiques intactes ou en régénération montrent un couplage EC compromis,
une libération de Ca®* diminuée et des sarcoméres défectueux, engendrant de la faiblesse
(102,103,107,111,327-329). Au-dela des dommages structuraux, un pourcentage
substantiel des pertes de force associées aux contractions excentriques répétées est di a
des changements de perméabilité ionique, d’excitabilité, de libération du Ca? et de
sensibilité au Ca®*" des myofibrilles contractées et étirées (128,330-334). Des travaux
récents montrent que les muscles dystrophiques ont une perte de force minime lorsque
l'intervalle entre les contractions excentriques est prolongé de 3 a 30 minutes, et que les

especes oxygénées réactives contribuent a cette perte de force (335). D’apres les auteurs,
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la perte de force associée aux contractions excentriques pourrait étre un coupe-circuit
adaptatif permettant aux muscles dystrophiques de se protéger contre des dommages
importants, philosophie cohérente avec nos travaux montrant que le tissu contractile
dystrophique aurait en réalit¢ une force supérieure rapidement potentialisable par

I'activation de certaines voies.

Nos résultats in vitro démontrent que le FL-OPG-Fc active FAK/Akt/CaMKII/PLN, voie
comportant des sentiers importants pouvant améliorer la fonction musculaire ou les pertes
de force chez les muscles dystrophiques. Par exemple, un anticorps activateur des p1-
intégrines qui augmente la régénération et la production de force active également FAK in
vitro (336) et une amélioration de la dystrophie musculaire médiée par I'a7p1 intégrine
dans les mdx/utrn-/- est en partie due a l'activation de ILK et Akt (337). Dans d’autres
travaux, I'activation de Akt dans la mdx améliore la fonction musculaire, prévient la perte
de force associée aux contractions excentriques et infuence positivement la régulation de
genes codant pour des protéines des disques Z, des costaméres et des systémes anti-
oxydants (322,338). De plus, 'amélioration de la fonction des pompes SERCA dans les
dystrophies musculaires réduit le dommage, augmente la fonction et diminue le déficit de
force suite aux dommages excentriques (87,88,90,339). Nos résultats montrent donc que
la dysfonction musculaire est un événement précoce, différent de la perte de tissu
contractile, qui peut étre amélioré rapidement possiblement via [activation de
FAK/Akt/CaMKII/PLN/SERCA, et ce, avec ou sans changements dans le contenu

contractile ou l'intégrité structurale.

Au-dela du contexte de notre article, nous spéculons donc que le gain de force associé au
FL-OPG-Fc 24h pourrait impliquer des composantes du couplage EC qui sont
compromises dans les muscles dystrophiques. La libération de Ca®* est rapide et large
dans le myoplasme durant ce couplage, particulierement chez les fibres rapides (340), et
serait un mécanisme qui pourrait accélérer le dP/dT et contribuer a générer une force plus
grande durant la formation des ponts-croisés en maintenant des hauts niveaux de Ca**
liés a la troponine (341). Cette hypothése est toutefois difficile a conjuguer avec la voie
montrée in vitro et nos résultats précédents se soldant par une activitt de SERCA
potentiellement augmentée, qui diminuerait théoriquement cette période de contact du
Ca? lié a la troponine par une recapture intensifiée par le RS. Il est & noter que I'activité

maximale de SERCA est mesurée dans des conditions expérimentales optimales et ne
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réfléte pas nécessairement son activité lors de la résolution de contractions tétaniques in
vivo. Comme en témoignent les muscles EDL de souris WT qui possédent a la fois un
haut sP0O et une activité de SERCA supérieure a celle des mdx, d’autres mécanismes sont
probablement impliqués dans le processus de recapture, stockage et libération du Ca?*
menant a une augmentation de la force tétanique. L’hypothése de I'amélioration de
’'homéostasie calcique du FL-OPG-Fc a long terme et les processus de 'augmentation de
la force tétanique a court terme pourraient donc étre la somme de mécanismes
dépendants et indépendants. Aussi, il n'est pas clair si cette activité enzymatique
augmentée fait partie de phénoménes précoces ou est un effet secondaire de
'amélioration globale de I'intégrité musculaire dans l'installation de cette protection dotée
d’'une composante potentiellement directe. En lien avec nos travaux muscle-os, il a été
découvert que le TGF-f sécrété par I'os en contexte oncologique de métastases osseuses
pouvait influencer la contractilité du muscle squelettique via I'oxydation de RYR et la
diminution de la libération calcique associée (342). Dans ces travaux, 'effet de TGF-p fut
médié par la NADPH oxydase 4, une source de stress oxydatif importante affectant
plusieurs protéines musculaires (342). Devant la nature muscle-os de cette interaction et
I'effet sur le statut redox, il n’est pas impossible que le FL-OPG-Fc pourrait engendrer un

effet indirect inverse favorisant la performance de RYR et la libération du Ca®* soutenue.

Dans le microenvironnement des fibres musculaires dystrophiques, les leucocytes infiltrés
représentent un source de facteurs oxidants importante qui pourrait contribuer au stress
oxydatif global de la dystrophie musculaire puis compromettre le couplage EC (61,73,74).
L'étude de l'abondance et activité des leucocytes est actuellement en cours dans le
laboratoire pour tenter d’expliquer le gain de force attribuable au FL-OPG-Fc aprés une
seule injection. Le domaine de liaison a I'néparine de 'OPG posséde d’ailleurs un réle
ambivalent dans la chimiotaxie des monocytes via syndécane-1 (259). L'étude suggeére
que I'OPG interagirait avec les protéoglycanes des monocytes et aurait une action
chimioattractante lorsque seul ou inhibitrice de I'action chimioattractante de certaines
chimiokines lorque pré-incubé avec les monocytes (259). Les hypothéses des auteurs
comprennent la possibilité que le haut gradient de I'OPG circulant prévienne I'activation et
la migration des monocytes ou macrophages vers des sites d’inflammation chronique et
qu’il prévienne I'attraction de cellules myéloides précurseurs d’ostéoclastes a des lieux de
dégradation osseuse pro-inflammatoire (259). En contrepartie, d’autres travaux ont montré

une promotion marquée de I'adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales par 'OPG
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et que ce comportement pro-adhésif était médié par son domaine de liaison a I’héparine,
phénoméne potentiellement délétére lors de conditions pathologiques cardiovasculaires
ou métaboliques qui comprennent des hauts niveaux d’'OPG circulant (343). Ces données
s’ajoutent a la controverse sur le réle des niveaux variables d’'OPG circulant dans la santé
vasculaire et laissent entrevoir une perspective de modulation hors-triade de
linflammation dans la DMD, en plus de souligner le fait que les dialogues muscle-os

puissent inclure des cellules médiatrices telles que les leucocytes.

De par la complexité de I'investigation, les difficultés techniques des expériences animales
leur étant reliées, la nouveauté du sujet et la période temporelle définie qu’est le doctorat,
les études de ce chapitre comportent plusieurs questions ouvertes. Outre le volet
inflammatoire décrit plus haut, des expériences sont actuellement en cours a l'intérieur et
a I'extérieur du laboratoire, particulierement pour tenter de renforcer la compréhension de
la signalisation cellulaire et d’identifier 'origine du gain de force relié au FL-OPG-Fc 24h.
Au niveau cellulaire, bien que le FL-OPG-Fc risque de pouvoir s’associer a plusieurs
HSP/GAG, nous effectuons des immunoprécipitations et de la colocalisation en
immunofluorescence pour confirmer certaines cibles d’intérét comme les intégrines 1, en
plus d’envisager I'utilisation de siRNA lui étant dirigé. Toujours au niveau cellulaire, une
collaboration en cours a Genéve étudie présentement par imagerie calcique sur fibres de
FDB isolées de mdx I'effet du traitement aigu au FL-OPG-Fc sur 'ampleur de la libération
de Ca?* évoquée par stimulation chimique ou électrique. Ces travaux sont étroitement liés
a une autre collaboration a Indianapolis qui caractérise actuellement RYR dans les muscle
EDL dystrophiques traités au FL-OPG-Fc en ce qui a trait a son abondance, couplage
avec FKBP12 et son état post-traductionnel d’oxydation, nitrosylation et glutathionylation.
Ces informations permettront de part et d’autre de mieux comprendre le mécanisme de
génération de la force lié & nos hypothéses de libération du Ca?* majorée suite au
traitement FL-OPG-Fc 24h, potentiellement via RYR. Chez I'animal, I'utilisation d’anticorps
bloquants et d’inhibiteurs de différents acteurs de la voie tel qu’'ILK est planifiée et devrait
apporter des renseignements sur la transférabilité des découvertes cellulaires a I'échelle
animale. Aussi, parce que nos sentiers de signalisation laissent sous-entendre que
l'activitt de SERCA serait contributoire a une meilleure homéostasie calcique et un
meilleur stockage dans le RS, des myotubes et muscles EDL dystrophiques traités a court
terme avec le FL-OPG-Fc seront promptement envoyés a Waterloo pour I'évaluation de

leur activité de SERCA maximale. Ces volets de I'étude ont I'objectif de consolider I'article
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en préparation dans la thése mais constitueront également de nouveaux projets qui se

grefferont au programme de recherche de notre laboratoire.

Brievement, plusieurs directions futures découlent de ce champ de recherche nouveau.
Premiérement, I'ajout de nos connaissances a la littérature en ce qui concerne la capacité
de 'OPG a se lier directement aux cellules musculaires ouvre la porte a plusieurs autres
actions hors de la triade pour quelconque type cellulaire qui expose des HSP/GAG a sa
surface. Hormis les cibles habituelles tumorales, endothéliales et osseuses, cela
comprend des particules virales, bactéries, cellules satellites, neuronales, rétinales,
nerveuses, reproductives, inflammatoires et autres. C’est donc une grande quantité de
phénoménes physiologiques ou pathologiques en lien avec de multiples organes qui
pourraient étre influencés par 'OPG. Dans la méme veine, nos découvertes a propos de
cette liaison constituent un tissu de plus a considérer lors du choix d’utilisation d’'un variant
de 'OPG, que ce soit le FL-OPG, le TR-OPG ou I'anti-RANKL. Deuxiemement, la voie de
signalisation explorée dans nos travaux n’est probablement pas la seule directement
influencée par le FL-OPG-Fc car il pourrait potentiellement affecter des sentiers
musculaires en lien avec le développement, I'adhésion cellulaire, la régénération, la
différenciation et autres processus qui méritent investigation. Notre nouveau projet sur
I'effet du FL-OPG-Fc sur la récupération de la force et de l'intégrité structurale suite a une
blessure musculaire est un exemple de projet qui pourrait comprendre ces aspects. Aussi,
nos expériences en cours sur un modéle de souris délétée pour 'OPG nous permettront
de comprendre le phénotype des muscles squelettiques en I'absence de cette interaction
directe de I'OPG. Troisitmement, vu la nature de la voie explorée et sa pertinence dans
'homéostasie et la fonction des cellules cardiaques, plusieurs investigations au laboratoire
sont dirigées vers la compréhension de ce mécanisme par rapport au coeur dystrophique,
un domaine d'étude de plus en plus solicité par les fondations oeuvrant en DMD.
Finalement, nos résultats sur la potentialisation des contractions tétaniques de muscles
dystrophiques par le FL-OPG-Fc nous a permis de mieux comprendre la nature méme de
la faiblesse musculaire de la DMD et potentiellement, pouvoir les transposer a d’autres

conditions qui incluent une faiblesse contractile.
Globalement, la présente thése apporte un avancement dans les connaissances sur les

pratiques précliniques en DMD puis sur la caractérisation du nouveau modele mdx/utrn+/-.

Nos travaux mettent ensuite a jour les convergences récentes au sujet des interactions
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moléculaires reliees aux muscles et aux os dans la DMD. Puis, au cceur de cette
thématique, notre investigation biologique fondamentale approfondit la compréhension
actuelle de I'action de 'OPG dans le muscle squelettique, particulierement dystrophique.
Parce que toute thése apporte plus de questions que de réponses, les découvertes de
notre équipe de recherche, de nos collaborateurs et de laboratoires indépendants
placeront sans doute leurs morceaux dans le casse-téte RANK/RANKL/OPG musculaire

dans un avenir rapproché.
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