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Résumé

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie génétique qui touche
environ 1 garcon sur 3500. Cette pathologie liée au chromosome X est caractérisée par
I’absence de dystrophine au niveau des muscles. Ce manque de dystrophine fragilise le
sarcolemme des fibres musculaires menant & une faiblesse progressive du muscle. Les
patients déceédent généralement dans la vingtaine et il n’y a pas a I’heure actuelle de

traitement curatif pour cette maladie.

Une approche pour restaurer la dystrophine chez le patient DMD est d’introduire un
transgéne codant pour cette protéine dans ses muscles. Cela peut étre fait par thérapie
génique et particuliérement par la thérapie génique ex vivo et 1’électroporation. Bien que
ces deux techniques aient fait leurs preuves dans différents modéles animaux, elles n’ont
jamais ét¢ utilisées chez le chien dystrophique alors que c’est le modele le plus proche de la
DMD en termes de phénotype. Deux versions de la dystrophine de chien ont été utilisées
dans nos expériences : une version pleine longueur et une autre plus petite afin qu’elle
puisse étre incluse dans un lentivirus. La transplantation de myoblastes génétiquement
modifiés par ce lentivirus (thérapie génique ex vivo) nous a permis d’obtenir 1’expression
de micro-dystrophine dans les muscles des souris immunodéficientes greffés. Néanmoins,
I’autotransplantation de myoblastes de chien génétiquement modifiés a mené a un rejet
spécifique des cellules greffées. L’électroporation, c.-a-d. I’injection de plasmide suivie
d’un choc électrique, a également été utilisée pour introduire ce transgene ainsi que celui de
la dystrophine pleine longueur dans des muscles de souris et de chien. Ces deux transgenes
furent retrouvés avec succes chez la souris et le chien. Cependant, des infiltrations de
cellules de I’'immunité spécifique furent retrouvées au niveau des fibres exprimant le
transgene chez le chien (pour I’utilisation de micro-dystrophine) et chez le chien

dystrophique (pour la dystrophine pleine longueur).

Bien que les résultats obtenus avec la thérapie génique ex vivo et I’électroporation soient
trés bons chez la souris, ceux obtenus chez le chien sont plus modérés. Il reste donc encore
beaucoup d’améliorations a apporter a ces deux méthodes avant qu’elles puissent étre

utilisées comme approche thérapeutique dans le cadre de la DMD.
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Abstract

Duchenne muscular dystrophy is a genetic disease affecting 1 out of every 3500 boys. This
X-linked pathology is characterised by the absence of dystrophin in myofibers. This lack of
dystrophin leads to a progressive muscular degeneration. DMD patients die between 17 and

30 years of age. There are currently no curative treatments for this disease.

An approach to restore dystrophin in DMD patients is to introduce a transgene coding for
this protein into their muscles. This can be done by gene therapy, particularly by ex vivo
gene therapy or by electroporation. Even if these 2 techniques have shown good results in

mouse models, they have not been used in the dystrophic dog.

Two different isoforms of the dystrophin were used in our experiments: the full length dog
dystrophin and a shorter version, the dog micro-dystrophin, introduced in a lentivirus
backbone. Myoblasts were transduced with this lentivirus and transplanted successfully in
immunodeficient mouse. However, the autotransplantation of genetically modified dog
myoblasts led to a specific rejection of the grafted cells. A non viral gene therapy
(electroporation, i.e., injection of a plasmid followed by a sequence of electric pulses) was
used to introduce these two different isoforms of dystrophin in mouse and (normal and
dystrophic) dog muscles. The two transgenes were electroporated with success in these
muscles. However, a specific immune response was found in some myofibers expressing
the transgene in the normal dog (using micro-dystrophin) and in the dystrophic dog (using

full length dystrophin).

Although the results obtained with the ex vivo gene therapy and with the electroporation
were relatively effective in the mouse model, those obtained with the dog model were much
lower. Thus, lots of improvements remain to be made in order to consider these two
techniques as potential approaches to restore dystrophin in a large animal model and

eventually in DMD patients.



Avant-propos

Ma passion pour la recherche a commencer des 1’an 2000 avec mes premieres années
universitaires en France. Apres étre allé faire un stage en Finlande, je suis arrivé a Québec
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mentor lorsque j’ai commencé a travailler en thérapie génique. En plus des étudiants, j’ai
beaucoup appréci¢ Joél Rousseau pour son coté « naturel », et Pierre Chapdelaine qui m’a
énormément appris sur la construction des plasmides et a prendre du recul sur mes
expériences. J’ai aussi beaucoup apprécié Daniel Skuk pour sa connaissance du tissu

musculaire et pour les nombreuses discussions qu’on a eues ensemble.

Je tiens également a remercier mes amis qui sont encore en France que ce soit Matthieu,
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« Attendre d'en savoir assez pour agir en toute lumiere,
c'est se condamner a l'inaction. »

Jean Rostand
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Introduction

Le muscle est un tissu essentiel de notre organisme. On en compte environ 650 chez
I’Homme. Ceux-ci sont impliqués dans de nombreux roles biologiques tels que la mobilité,
la respiration ou la digestion. Les muscles composent environ 40 a 45 % de notre masse
corporelle (a titre de comparaison, nos os en composent 12 %) et ils sont eux-mémes
composés de 80 % d’eau. Ils existent trois types de muscles : les muscles lisses, le muscle
strié¢ cardiaque et les muscles striés squelettiques. Cette thése focalise particulierement sur
les muscles squelettiques. Ces muscles assurent entre autres les fonctions de locomotion et
de posture d’une personne, celles de la préhension et de la manipulation d’objets mais sont
aussi essentiels a la fonction respiratoire, a la mobilité de notre ceil et a bien d’autres roles

encore. Le muscle squelettique est donc un tissu trés important qui mérite qu’on s’y attarde.



Chapitre 1 : Muscle squelettique

1.1 Embryogenése

Chez les vertébrés, le muscle squelettique est formé a partir du mésoderme paraxial.
Briévement, lors de I’embryogenése, ce mésoderme se différencie en somites (voir Figure
1). La partie ventrale des somites, le sclérotome contribuera aux cartilages et aux os tandis
que la partie dorsale, le dermomyotome, sera impliquée dans la formation du tissu
conjonctif et des muscles squelettiques. Par la suite, les cellules mésenchymateuses du
dermomyotome situées du coté ventrolatérale donneront les myotomes alors que les autres
évolueront en dermatomes. Ensuite, les cellules du myotome hypaxial migreront et
formeront les muscles des membres alors que celles du myotome épaxial établiront la

musculature du tronc [1]. De nombreux facteurs interviennent dans ces différenciations.

Tube neural

Sclérotome

Muscles
des
membres

®

Figure 1: Embryogeneése du muscle squelettique. Le tissu musculaire est originaire des somites
situés de part et d’autre du tube neural et de la notochorde (NC). Les cellules de la lévre dorsale
(LD) donneront les muscles du tronc alors que celles de la lévre ventrale (LV) donneront ceux des
membres. Modifiée de Pownall et al. [2].



Des signaux Wnt émis par I’ectoderme axial permettent 1’activation de la protéine kinase C
qui active elle-méme la transcription d’un membre de la famille des facteurs de
transcription « Paired Box » Pax3 [3]. Ce dernier est impliqué dans la formation des
membres a partir du myotome hypaxial. En effet, on observe une absence des muscles des
membres dans des souris Pax3” [4]. Un autre membre de la famille des « Paired Box »,
Pax7, est lui aussi important dans la formation des muscles car on observe une réduction de
la masse musculaire des souris Pax7”". Ces souris meurent au bout de trois semaines [5]. On
considere que Pax3 et Pax7 jouent des rdles précurseurs dans la formation des muscles.
Pax3 semble plus impliqué dans I’embryogenese du muscle alors que Pax7 I’est plus dans
la régénération d’un muscle déja formé. En activant Lbx1 et c-Met, Pax3 permet ainsi la
migration des cellules du myotome vers les membres [1]. Lorsque celles-ci arriveront au

niveau des membres, elles exprimeront Myf5 et MyoD, eux aussi activés par Pax3.

Ces facteurs de transcription sont importants pour le développement des muscles puisqu’en
absence de ceux-ci, aucun muscle ne peut se former chez la souris [6]. Bien qu’aucune
anormalité musculaire n’ait ét¢ observée dans des souris uniquement déficientes en Myf5,
celles-ci meurent peu apres leurs naissances due a une absence de formation de leurs cotes
[7]. Quant aux souris MyoD™", elles ont un développement musculaire normal et sont
totalement viables mais présentent un niveau plus élevé de Myf5 [8]. Cela démontre bien
que MyoD et Myf5 ont des roles redondants dans la formation des muscles squelettiques
méme si la complémentation n’est pas toujours totale [9]. Comme Myf5 apparait plus tot
chez la souris que MyoD, il semble donc qu’il est plus impliqué dans la myogenese que

MyoD [10].

Lorsque Myf5 et MyoD sont activés, ils activent a leur tour d’autres facteurs. Parmi ceux-
ci, il y a Mox2 [11] qui est nécessaire au bon développement des muscles des membres
mais aussi Mrf4 et myogénine qui sont impliqués dans la différenciation terminale des
myotubes [12]. Apreés la formation du muscle, il reste des cellules en état de latence
appelées cellules satellites situées sous la lame basale des muscles, qui permettront la

régénérescence du muscle lorsque celui-ci sera endommagé [13]. A la fin du processus
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myogénique, le muscle sera composé de fibres musculaires matures tels que décrit dans la

prochaine section.

1.2 Structure

Le muscle est recouvert de tissu conjonctif nommé fascia. Le fascia superficiel sépare le
muscle de la peau et est composé de tissu conjonctif et de tissu adipeux permettant le
passage des nerfs et des vaisseaux sanguins de 1’extérieur a I’intérieur du muscle. Le fascia
profond est lui plus dense et recouvre entiérement le muscle. Il existe trois autres couches
de tissu conjonctif qui assurent aussi un role de protection du muscle (voir Figure 2). La
premicre qui est accolée au fascia profond et qui entoure tout le muscle est I’épimysium.
S’en suit le périmysium qui entoure des faisceaux de 10 a 100 fibres musculaires distinctes
qui sont elles-mémes séparées les unes des autres par I'endomysium. Le prolongement de
I’épimysium, du périmysium et de I’endomysium peuvent former conjointement via leurs

fibres de collagéne un tendon permettant de fixer le muscle a 1’os.

Os Périmysium  \/5issequ

sanguin

Fibre
~_| musculaire

i

' Faisceau
musculaire

Tendon Epimysium Endibmysium

Figure 2 : Structure du muscle squelettique. Un muscle squelettique est composé de différents
faisceaux musculaires, eux-mémes constitués de plusieurs fibres musculaires. Le maintien du
muscle est assuré par trois couches de tissu conjonctif: 1’épimysium, le périmysium et
I’endomysium.

La taille des fibres musculaires est variable ; toutefois, elle n’excede jamais la longueur

totale du muscle ou elles sont situées. Leurs diametres varient de 10 a 100 um. Une fibre



musculaire peut étre considérée comme une cellule trés allongée et cylindrique contenant
de nombreux noyaux situés en périphérie résultant de la fusion de nombreuses cellules
myogéniques (voir Figure 3). Son cytoplasme est nommé sarcoplasme et sa membrane
cellulaire, le sarcolemme. Ce dernier est en contact avec la matrice extracellulaire de
I’endomysium via la lame basale. Le sarcoplasme contient entre autres des réserves de
glycogene et des mitochondries mais surtout les myofibrilles qui sont les protéines

contractiles du muscle représentant environ 80 % du volume des fibres musculaires.

Fibre musculaire

Filamant lin (actine)
Flamaent épas (myosine)

Dsqucz/

Fiaments épais of fins (myoflilaments)

Figure 3 : Structure détaillée d’une fibre musculaire. (A) Une fibre musculaire est composée de
plusieurs noyaux, d’un cytoplasme (sarcoplasme) et est délimitée par une membrane plasmique
(sarcolemme). Dans son sarcoplasme, on y retrouve de nombreux myofilaments qui sont agencés
les uns avec les autres dans des structures prédéfinies nommées sarcomeres. (B) Hématoxyline-
éosine (HE) d’une coupe transverse d’un muscle sain. On remarque d’ailleurs que les noyaux des
fibres musculaires sont accolés au sarcolemme.

Les myofibrilles sont principalement constituées de myofilaments fins et épais. Ces
derniers sont composé€s de molécules de myosine alors que les myofilaments fins sont
constitués de 1’assemblage de 3 types de protéines: 1’actine, la tropomyosine et la
troponine. Les molécules d’actine se polymérisent entre elles pour donner deux molécules

d'actine filamenteuse enroulées en double hélice qui sont elles-mémes associées a une
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double hélice de deux unités de tropomyosine. La dernie¢re protéine, la troponine, est
associée a la fois a I’actine et a la tropomysosine. Lorsqu’on observe des fibres musculaires
au microscope (voir figure 3), on y détecte tout au long de celles-ci des enchainements de
bandes claires I et de bandes sombres A. On distincte aussi un disque Z dans les bandes I,
et une bande H avec en son milieu une ligne M, dans la bande A. La zone située entre deux
disques Z est nommée sarcomere. La bande I est constituée de myofilaments fins de part et
d'autre de la strie Z. La bande A est constituée de l'association des deux types de
myofilaments et la bande H uniquement de myofilaments épais. La ligne M correspond a la
région d'association de filaments épais dans 2 directions diamétralement opposées. Outre
les molécules déja nommées, il faut également mentionner la titine qui va du disque Z a la
ligne M. Cette immense protéine de 3000 kDa possede une grande propriété élastique qui
lui permet d’assurer la stabilit¢ du sarcomére via ses interactions avec l’actine et la
myosine. Une autre molécule essentielle a la stabilité des sarcoméres est la desmine qui est
une protéine de filament intermédiaire. Dans le sarcoplasme de la fibre musculaire, on note
aussi la présence du réticulum sarcoplasmique, réservoir de Ca®" nécessaire a la contraction
des myofibrilles. Celle-ci résulte du rapprochement des myofilaments fins vers la ligne M
via les tétes de myosines présentes le long des myofilaments épais. Malgré le fait que toutes
les fibres musculaires sont composées de myofilaments fins et épais, il en existe différents

types selon leur vitesse de contraction et leur endurance.

1.3 Types de fibres

Il existe de nombreuses nomenclatures pour classifier les types de fibres musculaires selon
leurs caractéristiques distinctes. Ces dernieres ont €té passées en revue pour n’en garder que

les plus importantes afin de rendre cette partie bréve et concise (voir [ 14] pour revue).

1.3.1 Fibre de type I

C’est une fibre riche en capillaires et en mitochondries. Elle se contracte lentement et est
trés résistante a la fatigue. Elle est dite également « rouge » car elle contient de grandes
quantités de myoglobines qui donnent ainsi cette couleur rouge a la fibre. Comme sa
réserve en triglycérides est forte et qu’elle possede de nombreuses mitochondries, cela

présage que son métabolisme est de type oxydatif. Dans le corps humain, les fibres de type
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I se retrouvent principalement dans la composition des muscles de la posture. A 1’un effort
physique, ces fibres sont particulierement sollicitées lors d’activités aérobies comme la

course de fond ou le marathon.

1.3.2 Fibre de type IIb

A T’inverse de la fibre de type I, celle de type IIb est pauvre en mitochondries et en
capillaires mais posséde de fortes réserves d’ATP et de glycogéne. Ces caractéristiques
indiquent que son métabolisme est de type glycolytique. Cette fibre peut se contracter trés
rapidement et générer une grande force. Par contre, du fait qu’elle ne posséde pas de
capacité oxydante, elle se fatigue trés rapidement. Elle est dite également « blanche » car
elle contient de faibles quantités de myoglobines. Lors d’un effort physique, ces fibres sont

sollicitées lors d’activités anaérobies bréves comme pour le « 100 meétres » en athlétisme.

1.3.3 Fibre de type Ila

Ce type de fibre est une sorte d’hybride entre la fibre de type I et celle de type IIb. En effet,
elle est presque aussi riche en capillaires et en mitochondries que celle du type I mais
posséde également de bonnes quantités d’ATP et de glycogene. Sa capacité de contraction
est rapide mais pas autant que celle des fibres de type IIb et sa résistance a la fatigue est
¢levée mais n’égale pas celle des fibres de type I. Ces caractéristiques font d’elle une fibre
a métabolisme oxydatif. Elle est de couleur rouge a cause de ses réserves en myoglobines.
Les fibres de type Ila sont impliquées dans des efforts nécessitant une certaine résistance
comme lors d’un « 400 metres » ou d’un « 1000 metres » en athlétisme. Cependant, elles ne
sont pas suffisamment puissantes pour un « 100 metres », ni assez endurantes pour un

« 10000 métres ».

La répartition initiale des types de fibres dans un muscle donné dépend de 2 criteres. Le
premier critére est la fonction du muscle. Par exemple, les muscles de la posture sont
essentiellement composés de fibres de type I. Par contre, les muscles impliqués dans la

course sont principalement composés de fibres de type II. Le deuxiéme facteur est



génétique, en effet, la proportion de tel ou tel type de fibre est prédéfinie pour chaque
individu. Par la suite, cette composition va étre modifi¢e au fil du temps. L'entrainement
peut permettre I’augmenter 1'endurance des différents types de fibre mais en aucun cas d’en
changer le type. De ce fait, on ne transformera jamais un Percheron en un cheval
d'obstacles. L’age est aussi un facteur influencant la proportion des types de fibres
musculaires tout comme il I’est aussi sur la vascularisation du muscle en général ou son
métabolisme. Voir [15] pour une description plus précise des effets de 1’entrainement et de

I’age sur les fibres musculaires squelettiques.

1.4 Dégénérescence et régénérescence musculaire

Une des particularités du muscle est 1’absence de mitose dans les fibres musculaires [16].
Leurs noyaux ne sont donc pas non plus sujets au raccourcissement des télomeres lié
ordinairement a la sénescence [17]. Malgré cela, le tissu musculaire squelettique posséde
une grande capacité¢ de régénération face aux dommages qui lui sont portés et cela grace
aux cellules satellites. Nous allons maintenant nous attarder sur les processus de

dégénérescence et de régénération musculaire.

1.4.1 Dégénérescence musculaire

Cette phase commence lorsqu’il y a rupture de la fibre musculaire. Suite a ce dégat, il y
aura une vasodilatation des artérioles et une augmentation de la perméabilité vasculaire
menant & un hématome au niveau du site d’impact. Cette bréche permet aussi I’entrée
massive de Ca’" dans la fibre endommagée provoquant ainsi sa nécrose. Cette zone
nécrosée sera nommeée ZN tout au long de notre exposé. Cette dernicre reste cependant
localisée car une structure de myofilaments hyper-contractés permet d’isoler la portion de
fibre endommagée du reste de la fibre [18]. Cette nécrose s’accompagne aussi par
I’activation de cellules mononuclées. Ce sont les neutrophiles qui s’infiltrent les premiers
au site de blessure [19], ils y arrivent une a six heures apres le dégat. Il y a principalement
deux rdles qui leur sont attribués. Le premier est leur capacité de phagocytose permettant
ainsi de nettoyer les débris nécrotiques [20] et donc d’aider au processus régénératif. Leur

second rdle est d’amplifier la réponse inflammatoire via la sécrétion de cytokines pro-
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inflammatoires telles que 1I’IL-6 ou le TNF-a [21] contribuant ainsi a une sorte de second
dommage. En effet, la perte de perméabilité suite a un dommage musculaire est moins
importante dans les muscles de souris dépourvues de neutrophiles que dans des muscles
controles [22]. Toutefois, la sécrétion des cytokines permet aussi le recrutement des

macrophages environ 24 heures plus tard.

1.4.2 Régénérescence musculaire

Le role des macrophages est important pour la régénérescence de la fibre musculaire. Il en
existe différents types (chez le rat) ayant chacun leur fonction lors d’un bris musculaire
[23]. Les macrophages ED1" auraient plus un role de phagocytose permettant ainsi la
continuité du nettoyage des débris déja entrepris par les neutrophiles. Les ED2" auraient
eux plus un role de sécrétion de facteurs anti-inflammatoires : cytokines, chemokines et
facteurs de croissance. En plus de cela, la matrice extracellulaire contient aussi de
nombreux facteurs de croissance sous formes inactives qui seront libérés et activés lors du
bris. Tous ces facteurs ont pour but de faciliter la réparation de la fibre musculaire en
activant les cellules satellites mais aussi de remodeler le sarcoplasme et promouvoir

I’angiogenese [24].

Voyons maintenant les différentes phases de régénération et de remodelage du muscle en
fonction du temps [25, 26]. Au jour 3, tous les débris nécrotiques du sarcoplasme ont
disparu, les fibroblastes sécretent beaucoup de collagéne au niveau de la ZN et les cellules
satellites commencent a s’activer et a proliférer via les divers facteurs de croissance libérés.
Au jour 5, les neutrophiles ont complétement disparus, les cellules satellites fusionnent
avec les fibres endommageées et le tissu conjonctif devient plus épais au niveau de la ZN.
Au jour 7, le tissu conjonctif s’amincit et le remodelage de la lame basale commence de
part et d’autre de la ZN. Au jour 14, la fibre endommagée a fini de se refermer mais le tissu
conjonctif est encore bien présent. Au jour 21, les fibres musculaires sont alignées comme
elles 1’étaient auparavant et le tissu conjonctif n’est plus que trés fin. Un marqueur
histologique d’une fibre en régénération est la présence de noyau(x) au centre de celle-ci,
on dit alors que la fibre est centronucléée (voir Figure 4). Pendant le processus de

régénération, il ne faut pas oublier qu’il y a aussi reconstruction du systeme vasculaire par
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angiogenese. On considére que 21 jours apres une blessure importante, le muscle a fini de

se régenérer.

Figure 4 : Muscle en régénération. A et B sont des HE de muscles biopsiés respectivement 4 et 10
jours apres un dommage. (A) La nécrose modifie rapidement la structure du muscle (comparer cette
figure avec la figure 3B). (B) L’activation des cellules satellites et leurs fusions avec les fibres
endommagées va permettre la régénération de ces fibres. Les fleches noires montrent des fibres
musculaires centronucléées, signe qu’elles sont en régénération. Modifiée de Chargé et al. [27].

1.5 Cellules satellites

Les cellules satellites ont ét¢ mises en évidence en 1961 [13] et sont essentielles a la
régénération du muscle tout comme a sa croissance post-natale. Elles sont localisées entre
la lame basale et le sarcolemme des fibres musculaires, et sont en état de quiescence. Une

illustration montrant la différenciation d’une cellule satellite est présentée dans la figure 5.

1.5.1 A I’état de quiescence

Un des marqueurs caractéristiques des cellules satellites est Pax7 qui fait partie de la
famille de transcription « Paired Box ». Nous avons déja vu que celui-ci était important
pour le développement du muscle au stade embryonnaire mais il semble qu’il le soit aussi
pour la formation des cellules satellites. En effet, une étude a montré que les souris Pax7™
ne possédaient aucune cellule satellite [28]. Cependant, quatre ans plus tard (en 2004), une
autre étude plus minutieuse mit en évidence quelques cellules satellites dans ces mémes
souris et démontra que Pax7 était en fait impliqué dans la survie des cellules satellites [29].
Une étude plus récente utilisant des souris Pax7 sous un promoteur inductible au
tamoxiféne a apporté de nouveaux éléments pour la fonction de ce gene [30]. Lorsque

I’expression de Pax7 est réprimée a la naissance des souris, on observe le méme phénotype
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que celui des souris Pax7” précédemment utilisées, soit une absence de croissance
musculaire et I’impossibilit¢ du muscle a se régénérer suite a un bris. Cependant, lorsque
I’expression n’est arrétée que 3 semaines aprés la naissance des souris, leurs muscles
montrent une croissance et une régénération musculaire identique a des souris controles.
Cela semble indiquer qu’apres cette période, le role de Pax7 est moins important pour les
cellules satellites. Une étude a aussi mis en €évidence le role de Pax7 dans les myoblastes,
ce terme est utilisé lorsqu’une cellule satellite sort de sa quiescence et commence a
proliférer. En effet, en absence de Pax7, les capacités myogéniques et prolifératives des
myoblastes sont diminuées fortement. Pax7 reste tout de méme un marqueur de choix
caractéristique des cellules satellites car il est présent dans toutes ces cellules, ce qui n’est
pas le cas de Pax3 [31]. En effet, selon 1’origine du muscle, celui-ci est présent ou absent
[1, 32]. Il semble donc que son réle dans les cellules satellites est mineur mais essentiel
pour I’embryogenése du muscle comme vu précédemment. Hormis la famille des Pax, les
cellules satellites sont aussi caractérisées par d’autres marqueurs chez la souris tels que M-
cadhérine [33], c-met [34] et CD34 [35] (voir [36] pour une liste plus compléte). Pour ce
qui est de I’humain, il y a moins d’information disponible mais il semble que CD56 est un
bon marqueur des cellules satellites [37]. Myf5 est également un marqueur d’intérét pour
ces cellules. En effet, environ 90 % des cellules satellites exprimant Pax7 expriment aussi
Myf5 [38]. Les 10 % de cellules qui n’expriment pas Myf5 contribueraient comme
réservoir de cellules satellites et celles qui sont Myf5" contribueraient a la réparation du
muscle. Autrement dit, les cellules Pax7” Myf5" sont mises a contribution lors de dégats
importants au muscle qu’ils soient d’origine accidentelle ou pathologique alors que les
cellules Pax7" Myf5™ servent a maintenir le pool de cellules satellites. Il a été également
démontré qu’une cellule Pax7" Myf5™ pouvait se différencier de facon asymétrique donnant
ainsi une cellule Pax7" Myf5 et une autre Pax7  Myf5". Cette notion de division

asymétrique a été reprise plusieurs fois et est maintenant acceptée [36, 39, 40].
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Figure 5 : Différenciation asymétrique d’une cellule satellite. Suite a I’activation d’une cellule
satellite, elle se divise de fagon asymétrique ; donnant d’une part une cellule Pax7” MyoD" Myf5"
qui contribuera a la réparation du muscle et d’autre part une autre cellule exprimant seulement Pax7
qui retournera en quiescence afin de maintenir le pool des cellules satellites. Modifiée de Tedesco et

al. [36].

1.5.2 En prolifération

Lorsque les cellules satellites sont stimulées suite a un bris musculaire, elles s’activent et
commencent a proliférer, et ce, de facon importante. En effet, il a été démontré que la
quantité de cellules satellites activées pouvait étre multipliée par 7 dans des conditions de
bris musculaire [41]. De nombreux facteurs provenant de diverses origines peuvent
influencer le comportement des cellules satellites (voir [42] pour une liste exhaustive). Un
¢lément important dans 1’activation de ces cellules est I’invasion de cellules mononuclées
dans le muscle suite au processus inflammatoire. Rendues au site inflammatoire, ces
cellules vont sécréter de nombreux facteurs tels que le TGF-B, I’IL6 ou le LIF qui ont un
role activateur sur les cellules satellites [43]. Lorsque ces dernicres sont activées, elles
sécretent des facteurs autocrines [44], comme le HGF, favorisant ainsi leurs propres

proliférations. Ces cellules vont toujours exprimer Pax7 mais aussi MyoD et Myf5 de
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maniére plus ou moins forte [34] semblant indiquer plusieurs lignées myogéniques [45, 46].
Si D’expression de Myf5 est plus forte que celle de MyoD dans des myoblastes, cela
favoriserait leur prolifération et retarderait leur différenciation; alors que I’inverse

favoriserait une différenciation rapide des myoblastes [39].

1.5.3 En différenciation

Lorsque le myoblaste arrive au niveau de la fibre musculaire endommagée, il se différencie
en myocyte. On observe alors a ce moment un pic d’expression de MyoD suivi d’une
augmentation de myogénine puis une diminution progressive de MyoD et de Myf5 [47]. Le
myocyte va alors se fusionner avec la fibre endommagée et continuera d’exprimer la

myogénine ainsi que Mef2C [48].

Nous avons vu que I’étude des cellules satellites est un domaine de recherche trés actif. Ces
travaux ont démontré qu’il y a différents types de cellules satellites suivant leur expression
ou non de Myf5 : cellules satellites souches (Myf5") ou cellules satellites myogéniques
(Myf5"). Au stade de myoblastes, il existe aussi une distinction entre ceux qui expriment
fortement soit MyoD soit Myf5. La caractérisation des marqueurs moléculaires des cellules
satellites et de leurs descendants ne cesse d’évoluer et probablement que dans les années a

venir d’avantage de marqueurs de ces cellules seront connus.
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Chapitre 2 : La dystrophie musculaire de Duchenne

Une maladie neuromusculaire est caractérisée par une atteinte de 1’unité motrice. Cette
derniére se compose d’un motoneurone et des fibres musculaires qu’il innerve, le nombre
de fibres varie de moins d’une dizaine a plusieurs milliers selon les muscles. L’atteinte de
I’unité motrice entraine des désordres physiologiques plus ou moins graves selon la
pathologie a laquelle elle est associée. Une de ces pathologies est la dystrophie musculaire

de Duchenne (DMD).

2.1 Bref historique

Plusieurs descriptions succinctes de pathologies ressemblant a la DMD furent
probablement faites dés 1830 mais pas suffisamment détaillées sur le plan pathologique
pour conclure qu’elles relataient la DMD telle qu’on la connait aujourd’hui. Il va falloir
attendre 1851, en Angleterre, pour avoir une description précise par Meyron de 10 enfants
affectées par cette maladie [49]. En 1858, un frangais du nom de Duchenne voit son
premier cas clinique de la DMD et y fait une bréve description 3 ans plus tard [50]. En
1865, il est le premier a obtenir une biopsie musculaire faite sur un patient vivant grace a
son « emporte piece histologique ». En 1868, il présente ses observations détaillées de 13
cas de patients DMD [51]. Malgré¢ le fait qu’il ne soit pas le premier a avoir décrit la DMD,
il y présente une version bien plus complete et précise que celle de Meyron. Ces
observations histologiques étaient plus exactes grace a sa méthode d’obtention des biopsies,
il caractérisait plus la maladie comme pseudo-hypertrophique et non comme
hypertrophique, et évoquait aussi la désorganisation du tissu musculaire mise en évidence
par la présence de tissu fibreux, de tissu adipeux et de fibres de différentes tailles. D’autres
observations viendront de Gowers, un autre anglais, une dizaine d’années plus tard. Il décrit
particulierement la maniére et les différentes positions que prend un enfant dystrophique
qui veut se mettre debout a partir d’une position allongée [52]. La premiere description
d’un patient dystrophique dans la littérature américaine se fait plus tard qu’en Europe, en

1870 au Boston Children’s Hospital [53].
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Malgré le fait que Meyron fut la premiere personne a mentionner des cas d’enfants
dystrophiques, I’histoire a retenu le nom de Duchenne pour identifier cette maladie mais

’attribution de ce nom et pas celui de Meyron fait encore jaser du c6té anglo-saxon...

2.2 Pathologie

La dystrophie musculaire de Duchenne est une maladie génétique qui touche 1’ensemble
des muscles de I’organisme avec une prévalence d’environ 1 sur 3500 [54]. Elle est due a
une anomalie génétique dans le géne codant pour la dystrophine [55]. Ce dernier étant
localisé sur le chromosome X, ce sont principalement les gargons qui sont atteints par cette
maladie. Cependant, il existe de rares cas de patientes atteintes par cette myopathie. Ces cas
sont essentiellement dus a une inactivation du chromosome X [56, 57] ou au syndrome de
Turner de type « normal » ou mosaique [58, 59]. Les femmes porteuses d’un chromosome
X muté pour le géne codant pour la dystrophine sont principalement asymptomatiques mais
certaines d’entre elles peuvent développer des symptomes cardiaques [60, 61] et dans une
moindre mesure des faiblesses musculaires [62]. Mais ceci n’est en rien comparable aux
symptdmes qu’ont les gar¢ons porteurs de la DMD. 1l est a noter que dans environ un tiers
des cas de DMD, la mutation trouvée chez I’enfant dystrophique n’est pas présente chez sa
mere ; on parle alors de mutation de novo [63]. Ces cas de novo sont expliqués par le
mosaisme des cellules germinales de la grand-mere de 1’enfant, voire des arriéres parents
[64, 65]. Ces caractéristiques font de cette myopathie une maladie génétique récessive rare

et liée au chromosome X.

La maladie se manifeste rarement avant I’age de 3 ans. Un des premiers signes cliniques de
cette maladie est la forte augmentation du taux de créatine-phosphokinase sérique chez un
enfant dystrophique comparé a un sujet normal [66]; cela étant due a la libération de cette
enzyme par les fibres endommagées. Les premiers muscles touchés sont ceux des membres
inférieurs. De ce fait, le gargon tombe plus souvent que ses camarades de classe et ont des
difficultés a se relever. La montée des escaliers devient de plus en plus difficile tout comme
la marche. La DMD peut aussi se manifester par la présence de pseudo-hypertrophie des
mollets, correspondant en fait au remplacement d’une partie du tissu musculaire par du

tissu adipeux. Par la suite, on note des faiblesses musculaires au niveau du tronc. Les
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muscles respiratoires et cardiaques sont affectés tout comme les muscles abdominaux et
ceux du dos. Cela entraine principalement I’utilisation de fauteuil roulant électrique pour se
déplacer, des chirurgies au niveau du dos pour rétablir la posture et une assistance
respiratoire de nuit puis 24h/24h. Les muscles lisses sont aussi atteints amenant des
problémes digestifs et urinaires. Ces enfants peuvent aussi éprouver des difficultés
d’apprentissage possiblement dii au fait qu’on retrouve aussi la dystrophine dans le
cerveau. L’espérance de vie des patients est aujourd’hui d’environ 25 ans, les causes de
déces étant principalement reliées aux faiblesses respiratoires et cardiaques. Différentes

photos de patients DMD sont présentées dans la figure 6.

Figure 6 : Photographies de patients DMD. On y voit certains symptomes caractéristiques de la
DMD tels que I’atrophie musculaire, la scoliose ou la pseudo-hypertrophie des mollets. On voit
également un patient DMD en fauteuil électrique ainsi que sous assistance respiratoire. Tirée de
Duchenne [50] et de Tyler [67].

2.3 Dystrophine

2.3.1 Origine
Le géne responsable de la DMD est localisé sur le chromosome X [68, 69]. La taille de ce
gene est de 2.4 millions de paire de bases (bp), soit 90 fois plus grand que la taille moyenne

d’un geéne normal. II est composé de 79 exons codant pour un ARN messager (ARNm) de
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14 kb [70, 71], la partie codante couvrant donc seulement 0.6 % du gene. La traduction de
cet ARNm donne une grosse protéine de 3685 acides animés (aa) d’une masse moléculaire
de 427 kDa [72] nommée dystrophine qui est localisée sous le sarcolemme des fibres

musculaires [73] (voir Figure7).

Figure 7 : Immunohistochimie contre la dystrophine. (A) Présence de dystrophine en position sub-
sarcolemmique dans un muscle normal. (B) Absence de dystrophine dans un muscle de patient
DMD. Tirée de Skuk [74].

2.3.2 Embryologie

Dans un embryon humain, I’expression de dystrophine commence a apparaitre a partir de la
huitieme semaine dans le sarcoplasme et dans le sarcolemme. Cependant au fil des
semaines de gestation, le marquage s’estompera dans le sarcoplasme et deviendra de plus
en plus intense et régulier au sarcolemme. Ce n’est cependant qu’a I’age adulte que son
expression sera la plus forte [75, 76]. Chez la souris, on détecte la dystrophine a partir du
dixiéme jour de gestation avec la méme cinétique de développement que chez 1’humain

[77].

2.3.3 Fonction

Comme mentionné ci-haut, la dystrophine est une grosse protéine de 3685 aa qui peut étre
divisée en 4 domaines [72] (voir Figure 8A) :

- la région N-terminale qui compose les 240 premiers aa ;

- la région centrale, qui est la plus grande des 4 domaines de la dystrophine, est composée
de 24 séquences répétitives semblables au domaine de la spectrine (241-3080) ;

- le troisiéme domaine est lui riche en cystéine et fait 280 aa ;

- et la région C-terminale longue de 325 aa.
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Figure 8 : La dystrophine. (A) Schéma représentant les 4 domaines de la dystrophine que sont
partie N-terminale, la région centrale, le domaine riche en cystéine et la partie C-terminale ;

dystrobrévine

(sarcoplasme)

la

domaines de liaison de la dystrophine y sont également indiqués. (B) Illustration du complexe
dystrophine — glycoprotéines ou la dystrophine est en couleur « péche ». Cette illustration est

fournie par I’ Association Frangaise contre les Myopathies.

Ces domaines possedent des zones d’interaction avec de nombreuses protéines [78-80]

(voir Figure 8B). L’association de la dystrophine avec ces protéines est nommeée

complexe dystrophine — glycoprotéines (DGC).

le
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2.3.4 Protéines associées a la dystrophine

La dystrophine s’associe avec les myofilaments fins d’actine polymérisée en N-terminale,
[81] mais aussi via son domaine central [82]. Ce dernier peut également lier I’oxyde
nitrique synthétase neuronale (nNOS) [83], cette enzyme est impliquée dans de nombreuses
fonctions physiologiques du muscle comme sa régénération ou sa contraction [84]. Le
domaine central comporte aussi 4 régions charniéres nommée H (Hinge) qui apportent de la

flexibilité a la dystrophine [85].

Le domaine riche en cystéine de la dystrophine lui permet d’interagir avec la [3-
dystroglycane via la cystéine 3340 [86]. Etant présente dans le sarcolemme, la p-
dystroglycane permet la liaison de la dystrophine a la membrane plasmique de la fibre
musculaire. La B-dystroglycane est elle-méme liée a 4 différentes sarcoglycanes (a, B, o et
v) [87, 88] situées elles aussi au sarcolemme. Le complexe des sarcoglycanes permet le
recrutement de la sarcopane [89] et de 1’a-dystrobrevine [90]. La B-dystroglycane interagit
également avec 1’a-dystroglycane, présente elle au niveau de la lame basale [91] formant
ainsi le complexe des dystroglycanes. L’a-dystroglycane est elle liée a différentes protéines
de la matrice extracellulaire telles que 1’agrine [91], la perlecane [92] et la mérosine (02-

laminine) [93].

Du c6té C-terminale, la dystrophine s’associe aux o-, B- et y-syntrophines [94-96]. L’a-
syntrophine permettant par la suite le recrutement de la nNOS au DGC [96]. La dystrophine
se lie aussi a ’a-dystrobrevine [97]. Cette derniere peut, comme la dystrophine, recruter
des syntrophines [98] et donc la nNOS de fagon indirecte, mais également d’autres
protéines comme la syncoiline [99] et la synémine (aussi appelée desmusline) [100]. Ces
deux dernieres protéines possedent des sites de liaison aux filaments intermédiaires de
desmine [100, 101], une des protéines composant le sarcomere. La synémine interagit aussi
avec d’autres protéines du cytosquelette telles que la taline, la vinculine et la métavinculine
[102, 103]. L’a-dystrobrevine permet donc, via les protéines qu’elle recrute, de stabiliser la

fibre musculaire.
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Le DGC est donc li¢ a de nombreuses protéines du sarcomere comme [’actine ou la
desmine mais aussi a la matrice extracellulaire via la laminine ou 1’agrine. Par ces
interactions, la dystrophine permet le bon fonctionnement des fibres musculaires en
stabilisant leurs sarcolemmes lors des contractions musculaires. D’autres réles lui sont
accordés comme celui d’étre impliqué dans différentes voies de signalisation [80] mais son

role principal reste celui du maintien de ’intégrité du sarcolemme.

2.3.5 Mutations

Dans la DMD, I’absence de dystrophine est due a une mutation dans le géne codant pour
cette protéine. Il existe en fait plus de 4700 mutations différentes regroupées en 3
principales catégories : délétion d’un ou plusieurs exons, duplication d’un ou plusieurs
d’exons et les mutations ponctuelles. Selon les cohortes de patients étudiées, les
pourcentages de ces catégories varient [104-108]. On estime que les mutations sont
réparties entre 60 et 80 % pour les délétions, entre 7 et 11 % pour les duplications et qu’il y

a entre 10 et 30 % de mutations ponctuelles dont la moitié de ces dernicres serait non-sens.

I1 existe aussi des mutations dans le géne de la dystrophine qui enlévent un ou des exons
mais qui ne décalent pas le cadre de lecture [109]. On appelle la pathologie associée a cette
dystrophine tronquée, la dystrophie musculaire de Becker (BMD) [110]. Dans cette
dystrophie, la sévérité de la pathologie est trés variable et est reliée aux exons manquants
[111-113]. Par exemple, une délétion dans le domaine centrale de la dystrophine sera
souvent bien moins sévere qu’une délétion dans la partie N-terminale. L’espérance de vie
d’un patient BMD est également trés variable : certains décédent vers 20-25 ans (espérance

de vie d’un patient DMD) alors que d’autres vivent au dela de 50 ans.

Bien que le geéne de la dystrophine soit muté chez les patients DMD, on peut quand méme
observer la présence de quelque fibres dystrophine positive dans le muscle [114]. Ces fibres
sont appelées révertantes et elles sont dues a des mutations spontanées localisées dans le
gene de la dystrophine. Ces mutations somatiques permettent soit 1’épissage d’un ou
plusieurs exons (contenant la mutation originale du patient) tout en ne décalant pas le cadre

de lecture, soit I’épissage d’un ou plusieurs exons additionnels permettant de rétablir le
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cadre de lecture de I’ARNm chez des patients ayant une délétion qui changeait le cadre de
lecture [115]. La dystrophine ainsi obtenue est similaire a celle qui se retrouve chez les

patients BMD.

2.4 En absence de dystrophine

2.4.1 Complexe dystrophine — glycoprotéines

La présence ou non de dystrophine n’influence pas la transcription des genes du DGC [93].
Cependant, au niveau du sarcolemme, 1’expression des protéines de ce complexe est tres
faible en absence de dystrophine, de I’ordre de 10 a 20 % comparée a la normale [116, 117]
alors qu’ailleurs dans I’organisme, leur expression est normale [93]. Malgré cette faible
expression, lorsqu’on regarde en immunohistochimie une coupe transverse d’un muscle de
patient DMD, on n’observe aucun marquage pour les dystroglycanes, sarcoglycanes ou
syntrophines [118, 119]. Cela peut s’expliquer par une certaine instabilité de ces protéines
en absence de dystrophine, a leurs mauvaises localisations ou a leurs dégradations [93,
120]. L’absence de la dystrophine dans les fibres musculaires méne donc, également, a

I’absence du complexe DGC.

2.4.2 Régénération musculaire dans le cadre de la DMD

La régénération d’un muscle se fait par les cellules satellites qui sont situées sous la lame
basale du muscle. Dans le cas d’un patient dystrophique, le manque de dystrophine et du
DGC fragilise le sarcolemme des fibres musculaires [79, 121], les rendant ainsi moins
résistantes aux stress. Le muscle dystrophique est donc brisé plus réguliérement, entrainant
ainsi une réponse inflammatoire soutenue due aux cycles constants de dégénérescence. Les
cellules satellites sont donc mises a contribution plus souvent [122], provoquant ainsi leurs
sénescences prématurées [123]. Les muscles ne sont donc plus capables de se régénérer
complétement et deviendront au fil du temps de plus en plus faibles. Ils seront aussi
progressivement infiltrés par du tissu fibreux et du tissu adipeux [124, 125]. Une cinétique

illustrant la progression de la maladie au niveau des muscles est illustrée dans la figure 9.
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Figure 9 : Dégénérescence musculaire et la DMD. (A) HE d’un muscle sain. B, C et D sont des HE
de muscles de patient DMD caractéristiques de la progression de la maladie. (B) Présence d’adipose
(astérisque), de fibrose (fléche noire) et de nécrose (fléche blanche) au niveau du muscle. On note
aussi la présence de fibres en régénération (téte de fleche). (C) La fibrose et I’adipose s’intensifient.
On observe également une réduction du diamétre des fibres. (D) Le tissu adipeux est devenu trés
important et le nombre de fibres musculaires a fortement diminué. Modifiée de Skuk [74].

2.5 Modg¢les animaux

La recherche sur les animaux a été de grande utilité pour mieux comprendre la DMD, que
ce soit dans les roles et fonctions de la dystrophine, dans 1’identification des protéines du
DGC, dans les mécanismes de régénération musculaire ou dans 1’étude histopathologique
de la maladie. Les différents modeles des mammiféres utilisés dans la DMD vont étre

abordés dans les prochaines sections.

2.5.1 Souris

De nombreuses souches de souris furent utilisées dans le cadre de la DMD. Il y a les souris
dont le gene de la dystrophine est fonctionnel mais qui sont déficientes pour une protéine
du complexe DGC, comme les souris déficientes en a-sarcoglycane ou en a-dystrobrevine

(voir [126, 127] pour une liste plus exhaustive). Ces souris ont aidé a déterminer le role des
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différentes protéines du DGC. Cependant, les souris les plus utilisées dans le cadre de la
DMD sont celles dont la dystrophine est manquante, ces souris sont nommeées mdx. Ce sont
ces derniéres souris que nous allons passer en revue (seules les principales souches sont

abordées).

2.5.1.1 Souris mdx

La souris mdx est caractérisée par une mutation ponctuelle d’une seule bp localisée dans
I’exon 23 du geéne de la dystrophine qui introduit un codon stop prématurée menant a
I’absence de dystrophine [128]. Ces souris mdx ont été découvertes en 1984 et sont le
modele animal le plus utilisé dans la DMD [129]. L’espérance de vie de ces souris est
légerement inférieure a celle des souris sauvages [130]. Des cycles de
dégénération / régénération sont observés des le jeune age de la souris amenant la présence
de nombreuses fibres centronucléées [131]. Au niveau des muscles striés de la souris mdx,
il y a peu d’infiltration de tissu fibreux ou adipeux [131], le diaphragme étant le seul
muscle a présenter une fibrose telle que celle qui est décrite dans les patients DMD [132].
Ces souris sont aussi plus sujettes a la fatigue dans le cadre d’exercice quotidien [133].
Leur force totale est comparable a celle des autres souris voire plus élevée mais leur force
spécifique, c'est-a-dire la force totale normalisée a la taille du muscle, est toujours
inférieure [134, 135]. De plus, leurs muscles sont plus facilement endommagés lorsqu’ils
sont étirés alors qu’ils sont en pleine contraction [133, 134, 136]. Les fonctions cardiaques
des souris mdx commencent a diminuer vers 1’age de 9 mois et une augmentation de fibrose
interstitielle du cceur de ces souris, comparée a un cceur de souris normale, est aussi
observée un peu plus tard [137]. Son phénotype reste cependant trés modéré si on le

compare a celui des patients DMD.

2.5.1.2 Souris mdx">

Une série de souris dystrophiques a été créée via 1’utilisation d’un agent mutagene, le N-
¢thyle-N-Nitrosourea (ENU) en 1989 [138]. Quatre lignées de souris furent retenues et
nommées mdx’" a°“". Aucune de ces souris n’exprime de la dystrophine au niveau de leurs

fibres musculaires et leurs phénotypes ressemblent globalement a celui de la souris mdx
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4Cv et 5C

[138]. On remarque cependant que les souris mdx " ont moins de fibres révertantes

que les autres types de souris mdx [139].

2.5.1.3 Souris mdx double mutantes
Afin de rendre le phénotype des souris mdx plus sévére, des lignées de souris doubles

mutantes ont été créées.

Souris mdx / utrophine”
L’utrophine est une grosse protéine homologue a 80 % a la dystrophine qui est localisée a

la jonction neuromusculaire a 1’age adulte [140]. Cette utrophine est surexprimée au niveau
des fibres musculaires chez les patients DMD et chez les souris mdx [141, 142]. Comme
elle posséde des homologies de séquence avec la dystrophine, il a été¢ proposé que cette
surexpression permette de réduire la progression de la maladie. En effet, lorsque qu’on
mute le gene de I'utrophine chez la souris mdx, on obtient des souris d’une espérance de vie
de seulement un a quatre mois présentant des faiblesses musculaires importantes, de
nombreuses fibres centronucléées et de fortes zones de fibroses. Globalement, la souris
mdx / utrophine'/ " a les mémes caractéristiques phénotypiques qu’une souris mdx mais elle
les a plus tot et en beaucoup plus séveres [143, 144]. Sa courte espérance de vie limite

cependant son utilisation.

Souris mdx / MyoD'/'
MyoD est un facteur jouant un role important lors de la différenciation musculaire. De ce

fait, des souris mdx/MyoD” ont été créées. Ces souris montrent des capacités
régénératives plus faibles que les souris mdx, développent des scolioses telles que celles
vues chez le patient DMD [145] et aussi des cardiomyopathies séveres vers 1’age de 10
mois [146]. Cette souris fut donc proposée comme modele pour étudier la cardiomyopathie
chez les patients DMD mais son usage reste limité puisque son espérance de vie est en

moyenne d’un an [145].
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Souris mdx / a7—intégrine‘/ .
Cette souris a ni de geéne fonctionnel pour la dystrophine ni pour I’a7-intégrine, cette

derniére étant nécessaire a la liaison DGC — matrice extracellulaire [147]. Aucune
différence phénotypique n’est observée entre ces souris et des souris sauvages avant 1’age
de 2 semaines. Par contre, a partir de ce moment la, le phénotype va s’aggraver
énormément et les souris vont mourir de déficience cardiaque ou respiratoire deux semaines
plus tard [148]. La progression spontanée de la maladie rend cette souris difficile

d’utilisation.

Souris mdx / DBA/2
Cette nouvelle souche de souris, développée cette année (en 2010), montre un phénotype

comparable & celui observé chez les souris mdx / utrophine™ [149]. Cependant, cette souche
est encore trop récente pour savoir si elle permettra de faire progresser la recherche sur la

DMD dans le futur.

Souris Rag'/ “mdx
Le phénotype des souris Rag'/' mdx est identique a celui des souris mdx. Cependant, elles

n’ont pas de lymphocyte, faisant de ces souris, un modele de choix lorsque 1’on veut faire
des xénotransplantations ou effectuer des expériences qui pourraient conduire a un rejet

immunitaire si elles étaient faites dans une souris non immunodéficiente.

Bien qu’un nombre important de souris dystrophiques soit disponible, la souris mdx reste le
modele murin le plus utilisé dans la dystrophie musculaire de Duchenne malgré que son

phénotype soit atténué comparé a celui des patients DMD.

2.5.2 Chiens
Il existe différentes sortes de chiens dystrophiques pour étudier la DMD [150-152] mais
celui qui est le plus intéressant est le Golden Retriever (GRMD). Ces chiens GRMD

possedent une mutation dans le site d’épissage de I’intron 6 (2 bases avant le début de
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I’exon 7) provoquant 1’épissage de I’exon 7 [153]. Comme cet exon fait 119 bp et n’est
donc pas un multiple de 3, il y a décalage du cadre de lecture faisant apparaitre un codon
stop prématuré, menant ainsi a I’absence de dystrophine. Malgré le fait que tous les chiens
aient la méme mutation, leurs phénotypes sont variables d’un chien a un autre, allant du
chien trés atteint qui a des grosses difficultés a se déplacer dés 6 mois et qui mourra 6 mois
plus tard et celui qui se meut sans probléme a 4 ans et qui a trés peu de symptomes
pathologiques [154-157]. Cependant, de maniere générale, leur phénotype est bien plus
sévere que la souris mdx. On y note de fortes infiltrations de fibroses, de nombreuses fibres
en régénération, une atteinte cardiaque sévere, des infiltrations adipeuses selon les muscles,
une atrophie musculaire et des troubles de la marche [154, 155]. Certains d’entre eux
meurent d’ailleurs quelques semaines apres leurs naissances. Cette différence de phénotype
peut s’expliquer par la présence d’une dystrophine de 390 kDa environ dans certains
muscles de chiens GRMD [158]. En effet, ’expression de dystrophine, ou les exons 3 a 9
ou 5 a 12 ¢étaient manquants, fut observée dans des chiens dystrophiques [158]. Ce
phénomeéne avait par ailleurs déja été observé chez les patients DMD qui possédaient des

délétions des exons 3 a 7 [159].

Le chien dystrophique reste un trés bon modele pour étudier la DMD que ce soit au niveau
de la pathologie ou de son syst¢tme immunitaire qui est plus proche de ’humain que celui
de la souris. Cependant la disponibilité de ses chiens reste rare et les colonies sont assez

difficiles a maintenir.

2.5.3 Chats

Des chats ne possédant pas de dystrophine ont ét¢ aussi décrits dans la littérature.
Cependant, ils posseédent moins les signes phénotypiques caractéristiques de la DMD que
les autres modéles animaux [160]. De plus, leurs muscles sont hypertrophiques, causant
d’ailleurs a long terme des problémes respiratoires et cardiaques pouvant méme provoquer

leurs déces [161]. Cela fait que ce modele animal est treés peu utilisé.
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I1 existe donc divers modeles animaux pour étudier la DMD. 11 y a cependant 2 mode¢les qui
en ressortent. La souris mdx, qui malgré sa faible ressemblance phénotypique avec les
patients dystrophiques, reste un modé¢le facile a utiliser et peu onéreux. Le deuxiéme
modele est le chien GRMD car son phénotype se rapproche beaucoup de celui des patients

DMD mais il reste cher et peu disponible.

2.6 Traitement actuel de la DMD
Le patient DMD souffre de nombreuses conséquences de sa maladie. La surveillance et la
prise en charge médicales contribuent a réduire les complications et a améliorer le confort
de vie. Pour cela, la prise en charge des patients a différents stades doit étre considérée :

- suivi de I’atteinte musculaire ;

- suivi de I’atteinte cardiaque ;

- suivi orthopédique ;

- suivi des troubles urinaires ;

- suivi nutritionnel ;

- suivi de la douleur.

Cependant, il n’existe actuellement aucun traitement curatif de cette maladie. Néanmoins,
certains symptomes peuvent étre retardés par la médecine d’aujourd’hui. Le suivi continu
d’un physiothérapeute permet de contrdler I’évolution de la maladie. Lors de difficultés
respiratoires, une ventilation non invasive est d’abord mise en place mais celle-ci devient
invasive en cas de troubles respiratoires importants. Le développement d’une scoliose peut
étre stabilisé via une arthrodése vertébrale. L’ajout a 1’alimentation des patients de vitamine
D et de calcium permet de lutter contre 1’ostéoporose. Lorsque des signes d’insuffisance
cardiaque se manifestent, des inhibiteurs de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine
peuvent étre prescrits afin d’améliorer la fonction cardiaque [162]. Un traitement aux
corticoides, des anti-inflammatoires, est aussi utilisé chez les patients dystrophiques. De
nombreuses études ont été faites sur 1’'usage du déflazacort et de la prednisone (voir [163-
165] pour une liste détaillée des études réalisées). Brievement, ces médicaments permettent
de retarder la perte de la marche jusqu’a 2 ans et la perte des fonctions respiratoires d’au

moins 6 mois. Cependant, il n’y a pas d’étude a long terme (plus que 2 ans) qui soit
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randomisée. Mais si on tient compte des études non-randomisées, leurs effets peuvent étre
bénéfiques jusqu’a 5 ans. La prescription de prednisone aux patients DMD est maintenant
largement autorisée mais de nombreuses familles en arrétent la prise en cours de traitement
car ce médicament a de nombreux effets secondaires comme la prise de poids, la
fragilisation osseuse, I’hypertension artérielle ou les troubles du comportement pour n’en

citer que les plus sérieux.

Les médicaments utilisés actuellement dans le cadre de la DMD n’ont pas d’effet
thérapeutique sur la maladie. Néanmoins, de nombreux traitements sont en cours d’études
cliniques ou précliniques et peuvent étre regroupés en trois types d’approches. L’approche
pharmacologique comprend toutes utilisations de médicaments, anticorps, oligonucléotides
ou autres substances biochimiques. L’approche cellulaire est basée sur I’emploi de cellules
alors que I’approche génique regroupe, quant a elle, I’utilisation des vecteurs viraux et des

vecteurs non-viraux. Ces trois approches feront chacune 1’objet d’un chapitre.
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Chapitre 3 : Approche pharmacologique

L’approche pharmacologique, dans le développement d’un traitement pour la DMD, est une
avenue attirante dans le sens ou elle parait simple et peu invasive. Cette approche inclut les
molécules permettant de rétablir la dystrophine mais aussi celles aidant a pallier le
phénotype de la DMD. De nombreuses molécules ont été testées avec plus ou moins de
succes, toutefois seules les substances qui semblent étre les plus prometteuses vont étre

abordées.

3.1 Approches curatives

3.1.1 A partir d’un bris d’ADN

Les méganucléases et les « Zinc Finger Nucleases » (ZFN), toutes deux des endonucléases,
sont des protéines qui peuvent reconnaitre et cliver des sites spécifiques dans I’ADN, créant
ainsi des cassures double-brins [166]. Lors de la réparation de cet ADN endommagé par les
processus endogénes a la cellule, des erreurs peuvent étre faites au site de coupure. Ces
dernicres résultent en des micro-insertions ou en des micro-délétions au niveau de ce site
[167]. Ce mécanisme peut donc permettre de modifier une séquence d’ADN bien précise

dans le génome d’une cellule.

Cette approche pourrait étre éventuellement utilisée pour les patients DMD ayant des
délétions d’exons dans le géne de la dystrophine. Elle pourrait également étre utilisée pour
corriger une mutation non-sens ponctuelle dans le gene de la dystrophine mais cela
nécessiterait d’avoir des endonucléases spécifiques pour chaque mutation. En conséquence,
cette approche thérapeutique pourrait étre utilisée plus fréquemment pour les nombreux
patients qui ont une délétion d’un ou plusieurs exons résultant en un changement du cadre
de lecture de I’ARNm. En ciblant des séquences a la fin de I’exon qui précede la délétion
ou au début de I’exon qui suit la délétion avec une méganucléase ou des ZFN, des micro-
insertions ou des micro-délétions au niveau du site de coupure pourraient rétablir le cadre
de lecture de ’ARNm. Cette approche fut testée dans le contexte de la DMD. Pour cela, un

site bien précis fut introduit dans une micro-dystrophine. Suite a I’utilisation d’une
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méganucléase reconnaissant le site introduit dans la micro-dystrophine, 1’expression du

transgene fut alors observée dans des muscles de souris immunodéficientes [168].

Hormis cette expérience, peu d’information est disponible sur I’utilisation d’endonucléases
dans le cadre de la DMD, de méme que sur leur spécificité de coupure ou sur leur toxicité

potentielle.

3.1.2 Le « read through » de codon stop
Environ 10 % des patients DMD possedent une mutation non sens. Certaines molécules
permettent d’incorporer un aa aux endroits ou il y a un codon non-sens dans I’ARNm. Ces

molécules ont donc suscité 1’intérét de plusieurs chercheurs.

3.1.2.1 Gentamicine

La gentamicine est un antibiotique de la famille des aminoglycosides. Cet antibiotique
interagit avec la machinerie traductionnelle des ARNm lorsque celle-ci rencontre un codon
stop [169-171]. Cette interaction permet d’introduire un aa au niveau du codon stop
permettant ainsi a la machinerie traductionnelle de continuer la traduction de ’ARNm [172,
173]. Ce phénomene est appelé le «read through » des codons stops. Cela se passe
spécifiquement dans les codons stops résultant de mutations non-sens car les séquences
nucléotidiques encadrant ces codons stops différent de ceux naturellement présents dans
tous nos ARNm [174]. La gentamicine fut donc testée comme approche thérapeutique dans
le cadre de la DMD. Chez la souris mdx, elle a induit jusqu’a 20 % de fibres dystrophine
positive [175]. Suite a cela, deux études cliniques furent menés sur des patients DMD et
BMD mais leurs résultats furent mitigés [176, 177] et il en fut de méme pour d’autres
études postérieures menées chez la souris mdx [178, 179]. Etant données la variabilité de
son efficacité (due aux différents isoméres de gentamicine utilisés) et de sa toxicité, la
gentamicine est peu a peu délaissée dans la catégorie des molécules permettant le « read
through » des codons stops. Cependant, une nouvelle molécule, le PTC124, serait plus

prometteuse.



31

3.1.2.2 PTC124

Le PTC124 est une molécule récente permettant aussi le « read through » des codons stops
et qui fonctionnerait de la méme maniere que la gentamicine [180]. Des tests de toxicité
montrent que cette molécule serait bien tolérée chez I’Homme mais ces tests ont été
seulement effectués sur 17 jours [181]. Pour ce qui est de son efficacité, elle est comparable
a la gentamicine, soit 20 a 25 % d’augmentation de fibres dystrophine positive chez les mdx
traitées [182]. Des essais cliniques de phase II furent commencés sur des patients DMD et
BMD avec le PTC124, mais en date du 3 mars 2010, les 3 essais en cours furent
interrompus et seul I’'un d’entre eux pourrait hypothétiquement reprendre [183]. Cela ne
semble donc pas étre de bons augures pour 1’utilisation de cette molécule dans la maladie

de Duchenne.

3.1.3 Molécules permettant le saut d’exon

Alors que D’expression de dystrophine est nulle chez les patients DMD, on observe
I’expression de dystrophine tronquée chez les patients BMD alors qu’ils ont, tout comme
les patients DMD, un géne muté de la dystrophine. Cette dystrophine est en fait tronquée
d’un ou plusieurs exons sans perte du cadre de lecture [109]. Cette observation a mené
certains chercheurs a se demander s’ils pouvaient reproduire ce phénomene chez les
patients DMD. De 1a est née 1’idée de molécules permettant le saut d’exons afin de rétablir
I’expression de dystrophine, sous une forme tronquée mais fonctionnelle. Ces molécules
sont des petits ARNSs artificiels anti-sens qu’on appelle oligonucléotides anti-sens (AO) et
qui ont la capacité de bloquer les sites introniques ou exoniques « enhancers » favorisant
ainsi 1’épissage d’exon (voir exemple en Figure 10). La preuve de principe fut rapportée en
1996 sur des cellules lymphoblastoides de patient DMD [184]. Deux types d’AOs sont
principalement utilisés : les 2°-O-méthyl-phosphorothioates et les morpholinos (voir Figure

11).
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A DMD: Délétion de I'exon 50
BT intron 4950 @IETIEND intonst  JESTIZEN | pre-ARNm
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Pas de dystrophine
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EESTIDEETTE AR\ en phase

Dystrophine tronquée

Figure 10 : Représentation schématique du saut d’exon thérapeutique chez un patient DMD ou
’exon 50 est manquant. (A) Epissage du pré-ARNm de la dystrophine en condition normale. Le
cadre de lecture de ’ARNm résultant de cet épissage n’étant pas en phase, il se crée un codon stop
prématuré menant a 1’absence de dystrophine chez cet individu. (B) Exemple de I’utilisation d’un
AO pour provoquer un saut d’exon. L’AO utilisé ici cible et masque la séquence d’épissage de
I’exon 51 de la dystrophine. Lors de 1’épissage, 1’exon 51 sera ainsi sauté menant a un ARNm ou
les exons 50 (mutation DMD) et 51 (AO) seront manquants. Cependant, comme 1’absence de ces 2
exons ne modifie pas le cadre de lecture, il y aura restauration de 1’expression de dystrophine
(tronquée des exons 50 et 51). Modifiée de Van Deutekom et al. [185].

3.1.3.1 2’-O-méthyl-phosphorothioates

Les 2’-O-méthyl-phosphorothioates font environ de 15 a 30 mers et sont obtenus en
modifiant la synthese classique des oligonucléotides [186]. En effet, lorsque ces derniers
sont obtenus, une premiere modification va remplacer ’atome d’oxygene chargée
négativement présent dans le lien phosphodiester par un atome de souffre. La deuxiéme
modification est une méthylation du ribose (de chaque base) en position 2. Ces
modifications font que les oligonucléotides obtenus sont résistants aux nucléases et
capables d’interférer dans la machinerie transcriptionnelle au niveau de I’épissage [187-

189].

De nombreux 2’-O-méthyl-phosphorothioates ont été construits pour cibler des mutations
présentes dans des cellules myogéniques provenant de biopsies musculaires de patient

DMD [190] et ce pour différents types de mutations [191]. Suite a ’efficacité de ces AOs a
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restaurer 1’expression de dystrophine in vitro, des 2’-O-méthyl-phosphorothioates furent
construits pour cibler I’exon 23 de la souris mdx. Injectés directement par voie
intramusculaire dans la souris mdx, ils permettent la restauration de dystrophine dans le
muscle traité¢ jusqu’au moins trois mois apres le traitement sans avoir d’incidence du point
de vue immunologique [192]. Ces AOs furent aussi injectés par voie intraveineuse dans des
souris mdx. Ces dernieéres ont montré une restauration de 1’expression de dystrophine dans
de nombreux muscles 2 semaines apres 1’injection mais il semble que le cceur ne soit pas
accessible par cette approche [193]. Le fait de répéter les injections permet d’augmenter

I’efficacité de I’ AO sans en augmenter sa toxicité (2 deux semaines) [193].

Apres ces bons résultats, un essai clinique a été mené avec le PROO51 sur quatre patients
dystrophiques. Le muscle injecté avec cet AO a montré environ 20 % de restauration de
dystrophine 1 mois apres le traitement sans qu’aucun effet secondaire notoire ne soit
observé [185]. Subséquemment a ces résultats encourageants, un essai clinique de phase
I/IT est actuellement en cours avec ce méme AQO. D’aprés une récente étude, il semblerait
cependant qu’une injection sous cutanée aurait une meilleure pharmacocinétique et
pharmacodynamique qu’une injection intramusculaire ou intraveineuse [194]. Malgré qu’il
n’existe pas d’étude de toxicité faite a long terme chez les animaux avec ces 2’-O-méthyl-

phosphorothioates, cette approche reste prometteuse [195].

Base
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Figure 11 : Principaux AOs utilisés dans le cadre de la DMD. A gauche est représenté un schéma du
2’-O-méthyl-phosphorothioate et a droite, celui du morpholino. R et R’ représentent la continuation
de la chaine oligomérique de I’AO en 5’ et en 3’ respectivement. Modifiée de Corey et al. [196].
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3.1.3.2 Morpholinos

Tout comme les 2’-O-méthyl-phosphorothioates, les morpholinos dérivent eux aussi des
oligonucléotides classiques. Leur ribose est changé en un cycle morpholine [197] et
I’oxygene présent dans la liaison phosphodiester (celui qui n’est pas chargé négativement)
est remplacé par un atome d’azote [198, 199]. Ces caractéristiques font de ces AOs des

molécules biologiquement stables [200] et ayant des effets anti-sens [201].

Des morpholinos pouvant cibler I’exon 23 de la dystrophine de souris ont été construits et
testés chez la souris mdx avec succés. En effet, on observe une restauration partielle de la
dystrophine dans les muscles traités lorsqu’ils sont délivrés de fagon intramusculaire [202]
et dans de nombreux muscles lorsque délivrés de facon intraveineuse [203, 204]. Une
augmentation de la force a d’ailleurs été observée dans le Tibialis anterior (TA) des souris
traitées suite a une injection intraveineuse [203]. Un récent article a par ailleurs montré une
restauration de dystrophine de I’ordre 30 a 50 % dans le cceur de souris mdx ; cependant, la

dose d’AO utilisée était 50 fois supérieure a celle utilisée dans le muscle [205].

Un morpholino permettant le rétablissement de la dystrophine de chien fut aussi
expérimenté en intraveineux dans des chiens GRMD. Cinq mois plus tard, les trois chiens
traités montraient une restauration partielle de dystrophine et une stabilisation de la
pathologie sans signe évident de toxicité [206]. Au vue de ces résultats, un essai clinique
fut réalisé sur 7 patients dystrophiques dans le but d’épisser I’exon 51 afin de rétablir le
cadre de lecture de leur dystrophine. Le morpholino fut injecté¢ de facon intramusculaire et
des biopsies furent effectuées 3 a 4 semaines apres le traitement. Le muscle injecté avec la
forte dose d’AO montrait une augmentation de 1’expression de dystrophine au niveau de la
trajectoire d’injection d’environ 60 % et plus loin dans le muscle d’environ 20 % ; aucun
signe de toxicité ne fut décelé¢ [207]. Aprés ces résultats encourageants, un autre essai

clinique de phase /Il a été ouvert.

Ces deux AOs, aux efficacités similaires [208], s’aveérent prometteurs dans la DMD.

Cependant, ils semblent avoir peu d’effet au niveau du cceur et il n’existe pas d’étude sur la
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toxicité de ces deux composés a long terme. De plus, méme si le pourcentage de patient
DMD pouvant étre traité avec cette approche est potentiellement grand (80 %) [108], il
n’en reste pas moins que la dystrophine restaurée sera tronquée. Suivant les exons absents,
cela pourra avoir plus ou moins de forte conséquence, un peu comme ce qui s’observe chez
les patients BMD, ou suivant la mutation, le phénotype est plus ou moins sévéere. En plus de
cela, il faut développer plusieurs AOs ciblant de nombreux sites d’épissage car les

mutations sont tres diverses chez les patients DMD.

3.2 Autres approches

3.2.1 Myostatine

Une autre piste thérapeutique est d'agir sur la myostatine, un membre de la famille des
TGF-B qui régule le muscle. En effet, lorsque ce géne est muté chez des souris (souris
myostatine”), on observe une forte hypertrophie au niveau de leurs fibres musculaires
[209]. Le cas d’un enfant n’ayant pas de myostatine a également été rapporté en
Allemagne ; cet enfant montrait des capacités physiques trés impressionnantes pour son
jeune age (4-5 ans) [210]. Des souris mdx / myostatine'/ " ont aussi été générées et elles ont
une bien meilleure histologie qu’une simple souris mdx tout en ayant les caractéristiques
musculaires d*une souris myostatine” [211]. Afin de savoir si cette approche était réalisable
chez ’'Homme, des anticorps contre cette myostatine ont été injectés en intrapéritonéale
dans des souris mdx. Les souris traitées ont montré une hypertrophie ainsi qu’une
augmentation de leur force et une amélioration de la physiopathologie au niveau des
muscles [212]. Il existe d’autres méthodes pour bloquer la voie de signalisation de la
myostatine. Au niveau des antagonistes de la myostatine, on peut citer la follistatine [213]
et le propeptide de la myostatine [214]. Un autre moyen est de muter directement son
récepteur appelé le récepteur activine de type II [215]. Tous ces moyens menent a des
phénotypes similaires & celui observé chez la souris myostatine”. Aprés ces résultats
encourageants, un essai clinique utilisant un anticorps dirigé contre la myostatine (MY O-
029) a été réalisé, mais mis a part le fait que cet anticorps fut trés bien toléré, aucune

augmentation significative de force ne fut observée [216]. D’autres approches avec la
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myostatine sont également utilisées comme nous le verrons plus tard dans les deux

prochains chapitres.

3.2.2 Utrophine

Nous avons déja vu que I’utrophine est surexprimée chez les souris mdx et chez les patients
DMD. Lorsque son expression est augmentée de 10 fois chez la souris (transgénique), on
observe alors que son phénotype est comparable a celui d’une souris sauvage [217]. De ce
fait, augmenter I’expression d’utrophine dans des muscles dystrophiques fut une avenue
intéressante dans le cadre de la DMD. L’injection d’héréguline dans des souris mdx a
montré une surexpression d’utrophine d’environ 2 a 3 fois menant a une amélioration de la
maladie [218]. L’injection de L-arginine ou d’oxyde nitrique a aussi permis d’augmenter
I’expression d’utrophine chez la souris mdx [219]. Récemment, I’injection d’une protéine
TAT-Utrophine en intrapéritonéale dans des souris mdx a permis d’augmenter leurs forces
[220]. La compagnie Summit inc. développée par Dr. Davies annonce aussi avoir mis au
point des molécules intéressantes, dont SMT C1100, au niveau de I’expression de
I’utrophine mais rien n’a ¢ét¢ encore publié. L’approche d’augmenter 1’expression
d’utrophine reste encore a étre plus amplement explorée car les molécules actuelles ne
permettent pas d’obtenir une surexpression suffisamment forte (par 10 au moins) pour
restaurer completement les effets de la DMD [221, 222]. Cette approche est ¢galement

utilisée en thérapie génique comme nous le verrons dans le cinquiéme chapitre.

Ces deux approches peuvent permettre aux patients DMD de gagner en force et en

résistance sans toutefois qu’il y ait restauration de la dystrophine.
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Chapitre 4 : Approche cellulaire

La thérapie cellulaire dans le cadre de la DMD est basée sur la capacité des myoblastes
transplantés dans un muscle a fusionner avec les fibres de celui-ci et ainsi d’introduire le
gene normal de la dystrophine [223]. Comme vu dans le deuxiéme chapitre, les myoblastes
sont des cellules satellites en prolifération responsables de la réparation du muscle face a un
bris. Outre ces cellules, il existe de nombreux autres types cellulaires qui peuvent étre
utilisés comme approche cellulaire dans la DMD mais seules les plus prometteuses seront
abordées dans la présente these. Cette partie sera divisée en 4 parties suivant I’origine de
ces cellules : le sang, les vaisseaux sanguins, la moelle et le muscle (voir Figure 12). Il est a

noter que toutes les cellules impliquées dans cette approche sont issues du mésoderme.

Vaisseaux ’L
Sang
Muscle squelettique F\;__r_

Moelle

Caractérisation

Cellules souches hématopaoiétiques

Cellules souches mésenchymateuses

Myoblastes

Cellules AC133+
Péricytes
Mésoangioblastes

Figure 12 : Origine des principales cellules utilisées en thérapie cellulaire dans le cadre de 1la DMD.
Modifiée de Tedesco et al. [36].
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4.1 A partir du sang

4.1.1 Cellules AC133+

Lorsqu’on isole les cellules AC133+ (cellules exprimant CD133) du sang et qu’on les met
en coculture avec des myoblastes, ces cellules sont alors capables de former des myotubes
in vitro et d’exprimer a leurs surfaces des marqueurs de cellules myogéniques [224]. Des
injections intramusculaires et intra-artérielles faites chez des souris mdx ont démontré que
ces cellules étaient capables de se fusionner avec les fibres musculaires de 1’hote [224]. Par
la suite, des cellules AC133+ furent également isolées a partir de biopsie musculaire et
montrérent les mémes capacités que celles issues du sang [225]. Un essai clinique de phase
I a méme été réalisé sur des patients DMD. Bien qu’aucune toxicité due a ces cellules ne fut
détectée, aucune amélioration phénotypique ne fut retrouvée chez ces patients [226]. Méme
si ces cellules ont montré des caractéristiques myogéniques intéressantes, 1’efficacité de ces

cellules reste a étre démontrée dans d’autres essais cliniques.

4.2 A partir des vaisseaux

4.2.1 Mésoangioblastes

Les mésioangioblastes sont des cellules issues de I’aorte dorsale d’un embryon de souris
agé de 9.5 jours [227]. Ces cellules peuvent étre des précurseurs de cellules adipeuses et
osseuses mais possedent aussi des capacités myogéniques [228]. Lorsqu’elles sont injectées
dans la circulation sanguine, elles s’accumulent au niveau des capillaires et peuvent migrer
a travers ceux-ci mais seulement en présence de facteurs chémoattractants [229]. Il est donc
nécessaire d’avoir une inflammation du muscle si on veut que ces cellules migrent vers
celui-ci. Dans ces conditions, des injections de mésoangioblastes ont montré de bons
résultats chez la souris déficiente en a-sarcoglycane et chez le chien dystrophique [229,
230]. Apres ces résultats encourageants, un essai clinique serait d’ailleurs envisagé [36].
Cependant, il faut vérifier les effets secondaires des accumulations que pourraient faire ces

cellules dans différents organes vitaux.
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4.2.2 Péricytes

Alors que le mésoangioblaste est issu de vaisseau sanguin embryonnaire, le péricyte est-lui
issu de vaisseau sanguin adulte et posséde des caractéristiques similaires aux
mésoangioblastes dont le potentiel myogénique [231]. L’auteur principal de cet article, Dr.
Cossu, mentionne d’ailleurs que les péricytes seraient comme 1’équivalent adulte des
mésoangioblastes [232]. Des cellules issues de petits vaisseaux provenant d’une biopsie
musculaire furent isolées, proliférées et injectées de maniere intra-artérielle ou
intramusculaire dans des souris mdx. Les souris traitées en intra-artérielle présentaient une
forte restauration de dystrophine comparée a celles injectées en intramusculaire [231]. Cela
semble donc prometteur méme si les péricytes, tout comme les mésoangioblastes, ne
peuvent traverser la paroi des vaisseaux sanguins que suite a un bris [233]. De plus, peu
d’information existe sur 'utilisation de ces péricytes dans le cadre thérapeutique de la
DMD [234]. Certains auteurs pensent méme que ces derniers proviendraient des cellules

souches mésenchymateuses (MSC) [233, 235].

Les mésoangioblastes et les péricytes sont des types de cellules, aux caractéristiques
similaires, issues de la paroi de vaisseau embryonnaire ou adulte [36]. Dans 1’optique d’une
thérapie dans la DMD, leurs injections en intraveineuses ou en intra-artérielles donnent de
bons résultats mais nécessite un bris afin de faire migrer ces cellules des capillaires vers les
muscles. De plus, peu d’information est disponible sur ’accumulation de ces cellules dans

différents tissus et la toxicité qui s’y rapporte.

43 A partir de la moelle

4.3.1 Cellules souches hématopoiétiques

Dés 1998, une équipe a démontré que les cellules souches hématopoiétiques (HSC) issues
de la moelle avaient des caractéristiques myogéniques [236]. Depuis, de nombreuses
équipes ont étudié plusieurs sous-populations de ces cellules afin d’en trouver les plus

performantes. Ainsi, la fraction des HSC excluant le colorant Hoechst 33342, nommées
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cellules SP (Side Population) furent obtenues et montrérent de bonnes capacités
myogéniques [237, 238]. 1l est a noter que les cellules SP peuvent étre aussi obtenues a
partir d’une biopsie musculaire [238]. D’autres fractions myogéniques furent étudiées en
fonction de I’expression de Sca-1, c-kit ou CD45 [239-241]. Malgré les nombreuses
populations décrites, les résultats in vivo obtenus par ces cellules furent, de fagon globale,
peu concluants chez la souris [236, 239-242]. De méme, une analyse rétrospective d’un
patient DMD qui avait recu une transplantation de moelle osseuse de son pere a montré la
présence de noyaux du donneur dans des fibres musculaires ainsi que certaines fibres

dystrophine positive, mais en trés faible quantité [243].

4.3.2 Cellules souches mésenchymateuses

Les MSC sont définies suivant leur capacité a adhérer dans des flasques de culture, par
leurs marqueurs de surface et par leurs capacités de différentiation [244]. Dans la moelle,
outre les HSC, il y aussi les MSC qui sont responsables de la régénération des tissus
mésenchymateux tels que les os. Ces cellules furent aussi investiguées pour leurs propriétés
myogéniques [245]. En effet, lorsqu’elles sont transplantées dans des muscles de souris
mdx, on observe la présence de quelques fibres dystrophine positive [246] de méme que
lorsqu’elles sont injectées en intraveineux [247]. Récemment, des MSC ont également
montré une restauration de dystrophine dans les muscles de souris transplantés mais aucune
amélioration de la force ne fut observée [248]. Les MSC peuvent €galement étre isolées a
partir du gras ou du muscle mais il ne semble pas que cela en influence leurs effets

thérapeutiques [249].

Les cellules issues de la moelle montrent bien des capacités myogéniques in vitro et in vivo
mais pas suffisamment pour restaurer le phénotype de la souris mdx. 1l reste donc encore
beaucoup de chemin a faire pour les HSC et les MSC avant qu’elles ne soient considérées

comme une approche cellulaire potentielle dans le cadre de la DMD.
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4.4 A partir du muscle

Lors d’un bris musculaire, les fibres endommagées sont réparées par des cellules qui sont
déja présentes dans le muscle et qui représentent la principale source de cellules
myogéniques. Ces derniéres sont nommeées cellules satellites lorsqu’elles sont quiescentes
et myoblastes quand elles proliférent. De nombreux chercheurs ont donc pensé que ces

cellules seraient le candidat idéal pour rétablir la dystrophine dans les muscles des patients

DMD.

4.4.1 La transplantation de myoblastes

Le fait de transplanter des myoblastes dans un muscle meéne a la fusion des myoblastes avec
les fibres musculaires [250]. 1l se produit ainsi une complémentation génique : les cellules
du donneur vont apporter ses genes dans la fibre hote formant de ce fait une fibre hybride
[251]. II est donc possible d’obtenir 1’expression de dystrophine, apportées par des
myoblastes normaux, dans un muscle dystrophique [223]. Cela a été fait avec succes chez
la souris dystrophique [223] de méme que chez le primate non humain [252]. Ces
transplantations de myoblastes permettent la restauration de la dystrophine dans les fibres
musculaires ainsi que celle du DGC [253]. Une amélioration de la force et de la résistance
des fibres musculaires dans les muscles transplantés avec des myoblastes est également
observée [254, 255]. En plus de restaurer la dystrophine, certaines cellules transplantées se
mettent en position de cellules satellites pouvant ainsi participer a une prochaine
régénération musculaire [256, 257]. Cependant, lorsque les myoblastes sont injectés en
intrapéritonéale ou en intraveineux, aucune fibre hybride n’est observée [258]. L’injection
de ces cellules fut aussi faite en intra-artérielle mais les fibres hybrides observées furent
seulement localisées quand un bris fut administré, et uniquement au niveau de celui-ci
[259]. Pour ce qui est du muscle cardiaque, les myoblastes transplantés dans celui-ci
permettent de réparer une région endommagée ainsi que la fonction cardiaque mais sont
incapables de se contracter comme les cardiomyocytes [260]. Bien que les mécanismes
impliqués ne soient pas encore tous ¢lucidés, des essais cliniques encourageants [261-263]
ont été faits sur des patients venant d’avoir un infarctus du myocarde et un autre essai

clinique est actuellement en cours [264].
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Des équipes ont aussi essayé d’obtenir des cellules myogéniques a partir de fibroblastes. En
1998, une équipe a démontré la faisabilité d’obtenir des cellules myogéniques en infectant
des fibroblastes avec un vecteur codant pour MyoD [265]. Les cellules obtenues furent
capables de fusionner in vitro et in vivo mais pas autant que les myoblastes. Depuis ce
temps, d’autres équipes ont réalisé d’autres expériences avec des vecteurs codant toujours
pour MyoD mais le manque de données comparatives avec les myoblastes ne permet pas de
conclure sur ces études [266, 267]. Cette approche reste intéressante dans le fait de pouvoir
convertir les fibroblastes, issus de la peau par exemple, d’un patient DMD en myoblastes.

Cependant, beaucoup de travail reste encore a étre fait avant d’en arriver Ia.

4.4.2 Essais cliniques
Apres les résultats obtenus suite a la transplantation de myoblastes chez la souris mdx, des
essais cliniques ont rapidement €té entrepris chez des patients DMD (voir [74] pour une
liste de ces essais cliniques). De nombreux immunosuppresseurs ont été utilisés lors de ces
essais cliniques. Les transplantations de myoblastes effectuées sur des patients traités sous
cyclosporine A ou cyclophosphamide n’ont pas montré de résultat positif. Cela a été
expliqué par la suite par le fait que la cyclosporine A inhibe la fusion des myoblastes [268]
et que la cyclophosphamide tue les cellules en prolifération, ce qui est le cas apres la
transplantation de myoblastes dans un muscle. Les essais cliniques faits dans des conditions
d’immunocompatibilité se sont relevés positifs tout comme ceux effectués sous bonne
immunosuppression par le FK506 [269-271]. Lors de ces essais cliniques, certaines
limitations liées a la transplantation de myoblastes ont cependant été mises en évidence
telles que :

- la mort précoce des myoblastes transplantés ;

- leur faible migration / capacité de fusion ;

- leur rejet immunitaire spécifique (selon les cas).

Ces problémes sont illustrés dans la figure 13.
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aniel Skuk, 2001.

Figure 13 : Illustration des 3 principaux problémes rencontrés lors de la greffe de myoblastes. En 1
est représentée la difficulté qu’ont les myoblastes a migrer du site d’injection pour aller fusionner
avec les fibres musculaires. En 2 est représentée la mort des myoblastes transplantés ; méme si
celle-ci est précoce (2a), elle est un peu compensée par la prolifération des myoblastes survivants
(2b). (3) Si les myoblastes du donneur sont immuno-incompatibles avec le receveur, on observera
alors un rejet rapide et massif des cellules transplantées. Modifié¢e de Skuk et al. [272].

4.4.3 Mort précoce des myoblastes

I a été établi qu’entre 70 et 80 % des myoblastes greffés meurent dans les 3 a 4 premiers
jours suivant la transplantation [273, 274]. La cause exacte de cette mortalité n’est pas
encore totalement élucidée mais il est sir que la nécrose et 1’apoptose y jouent un role
important [274]. Les facteurs en cause sont nombreux. L’un d’eux est I’inflammation
générée par les trajectoires des aiguilles servant a délivrer les cellules. Parmi les cellules
impliquées dans la réaction inflammatoire, les neutrophiles semblent étre liés au
mécanisme de mort cellulaire [273]. Les macrophages pourraient aussi jouer un rdle dans
cette mortalité. Comme les cellules NK (Natural Killer) arrivent plus tard, vers le sixiéme

jour, ils ne sont pas impliqués dans cette mort précoce [275]. Le stress physique, due entre
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autre a la pression exercée sur les cellules lors de leur injection, ne semble pas non plus étre
mis en cause (Skuk D., donnée non publiée). Un autre facteur responsable de la mortalité
observée lors de la greffe de myoblastes est 1’anoikis, c'est-a-dire la mise en apoptose de la
cellule suite a sa perte d’adhésion avec la matrice extracellulaire [276]. En effet, si des
myoblastes sont cultivés en présence de fibronectine, la survie de ces myoblastes est
augmentée in vitro et in vivo. L’hypoxie est également un facteur impliqué dans cette
mortalité précoce [277]. Cela a été mis en évidence par la surexpression de VEGF dans des

myoblastes.

De nombreux facteurs contribuent donc a la mort précoce des myoblastes greffés. Peut-&tre
en existe-il d’autre(s) mais la somme de ces facteurs fait qu’environ 70 a 80 % des cellules

meurent 3 a 4 jours apres leur transplantation.

4.4.4 Faible migration / Capacité de fusion

Lors d’une transplantation de myoblastes, plusieurs trajectoires d’injection peuvent étre
effectuées. Lorsqu’elles sont séparées de 2 mm chez le singe, les fibres hybrides résultant
de chaque trajectoire restent ¢loignées les unes des autres alors qu’elles sont accolées
lorsqu’on injecte les myoblastes au millimétre [272]. Cette différence est due aux dégats
provoqués par les trajectoires des aiguilles. En effet, un myoblaste ne peut fusionner
qu’avec une fibre musculaire que si celle-ci est endommagée. En créant plus de dommage,
on augmente le nombre de fibres pouvant étre réparées et donc le nombre de fibres hybrides
résultant de la greffe de myoblastes. De plus, lorsqu’un muscle est endommagg, il sécréte
différents facteurs chémoattractants permettant d’attirer les myoblastes vers le site
endommagé. Cependant, afin qu’ils puissent accéder aux fibres endommagées, les

myoblastes ont besoin de dégrader la matrice extracellulaire présente entre chaque fibre.

La dispersion des myoblastes suite a leur transplantation est donc un facteur important pour
obtenir un bon succes de greffe. Un moyen pour augmenter cette dispersion est 1’utilisation
de toxines avant la transplantation de myoblastes [278]. En effet, le fait d’avoir un grand
nombre de fibres endommagées augmente le nombre de fibres hybrides pouvant étre

obtenu. En plus d’altérer I’intégrité des fibres musculaires, la matrice extracellulaire est
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¢galement détériorée par la toxine ; favorisant ainsi le passage des myoblastes vers les
fibres endommagées. Un autre moyen d’augmenter le succes des greffes est d’irradier un
muscle avant de greffer les myoblastes. En effet, ’irradiation d’un muscle permet d’inhiber
la prolifération de ses cellules satellites favorisant ainsi les cellules greffées car ces
derniéres ne sont plus en compétition avec les cellules satellites endogenes [279]. Ces
conditions n’étant pas réalisables en essai clinique, il a été nécessaire d’augmenter la
dispersion des cellules greffées par d’autres manieres. Plusieurs approches ont alors été
proposées sans toutefois modifier le nombre de cellules injectées. Le bFGF [280], I'IGF-1
[281], la vitamine D3 [282] et le MGF [283] ont ainsi permis d’augmenter le succes de
greffe des myoblastes transplantés de méme que I’induction de métalloprotéases [284] ou

I’inhibition de la myostatine par la follistatine [285].

Différents facteurs peuvent donc étre modulés afin d’obtenir un succés de greffe plus
important : soit en faisant plus de trajectoires d’injection et donc en injectant plus de
cellules, ou soit en modulant I’activité de dispersion ou de dégradation des myoblastes

transplantés.

4.4.5 Rejet immunitaire spécifique

Lorsque les myoblastes d’un donneur ne sont pas immunocompatibles avec le receveur, il y
a rejet des myoblastes transplantés [286]. Cependant, I'utilisation d’immunosuppresseurs
tels que le FK506 permet 1’allotransplantation de myoblastes chez la souris [287] ou chez le
singe [288]. Néanmoins, I’utilisation prolongée d’immunosuppresseurs amene a
d’importants effets secondaires tels qu’une neurotoxicité, une néphrotoxicité et un risque
augmenté de cancer et d’infection. Des protocoles d’induction de tolérance immunologique
ont été établis avec succes chez la souris [289, 290] mais il est plus difficile de les mettre au
point chez le singe ou le chien. Une autre approche consiste a modifier les myoblastes du
receveur avec un vecteur viral codant pour la dystrophine et de les transplanter par la suite
chez le receveur : cette méthode est appelée thérapie génique ex vivo et a fait ses preuves

des 1998 [291, 292]. Cette approche va étre traitée dans le prochain chapitre.
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De nombreuses cellules provenant de différentes origines ont été testées dans le cadre d’une
thérapie cellulaire pour la DMD. Les myoblastes restent cependant les cellules avec
lesquelles ont ét¢ obtenus les meilleurs résultats lors d’essais cliniques chez le patient
DMD. Bien que la transplantation de myoblastes fasse face a certaines limitations comme
celles mentionnées ci-dessus, de nouveaux protocoles sont régulierement testés afin de la

rendre plus performante.
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Chapitre S : Approche génique

Depuis le premier essai en thérapie génique en 1990 [293], il y a eu un grand intérét pour
cette approche thérapeutique. Cependant, en 1999, la mort d’un patient trait¢ avec un
adénovirus provoqua un sérieux revers car ce déces fut attribué a la réponse immunitaire
engendrée par I’adénovirus [294]. En 2002, un autre probléme arriva lors d’un essai
clinique utilisant un rétrovirus pour traiter des enfants immunodéficients ; en effet, un des
enfants traités décéda [295]. Depuis ce temps, la communauté scientifique est plus prudente

dans I’utilisation de vecteurs viraux chez I’Homme pour des questions de biosécurité.

La thérapie génique dans le cadre de la DMD consiste a introduire une copie fonctionnelle
du geéne de la dystrophine dans les fibres musculaires malades afin d’en restaurer leur
fonction perdue. Pour cela, nous avons plusieurs outils a notre disposition. Il existe
premiérement différentes versions de la dystrophine qui peuvent étre utilisées. Ces versions
ont été¢ dérivées des dystrophines tronquées retrouvées chez les patients BMD et sont
nommées mini-dystrophine ou micro-dystrophine. Outre la dystrophine, des équipes ont
¢galement travaillé avec une protéine homologue a la dystrophine, 1’'utrophine, afin de

rétablir le DGC.

La thérapie génique est divisée en deux catégories distinctes : celle utilisant les vecteurs

viraux, dite virale et celle n’en utilisant pas, dite non virale.

5.1 Les formes tronquées de la dystrophine

En thérapie génique, les transgeénes utilisés correspondent a I’ADN complémentaire
(ADNc) d’un gene. Cet ADNCc est en fait la partie codante d’un géne qui est synthétisée par
transcription inverse de ’ARNm mature du géne en question. La partie codante d’un geéne
correspond donc aux exons du géne sans ses introns. La taille de I’ADNc de la dystrophine
est d’environ 11 kb, cette dystrophine est nommeée dystrophine pleine longueur (FLDYYS).
I1 est aussi possible d’avoir un ADNc partiellement tronqué qui produit une dystrophine qui
conserve une certaine fonction méme s’il lui manque certaines de ses séquences. En effet,

un patient BMD dont les exons 17 a 48 de la dystrophine étant manquants développa un
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phénotype dystrophique relativement moins sévere [112]. La partie manquante se situait au
niveau des séquences répétitives semblables au domaine de la spectrine résultant a une
dystrophine tronquée ne possédant que 8 de ces séquences au lieu des 24 habituelles. La
construction de ce transgeéne [296] et de nombreux autres réalisés a partir de ce modele (ou
d’autres domaines furent aussi enlevés) suivirent [297] (voir Figure 14). Ces constructions
sont nommées mini-dystrophine (mDYS), ou micro-dystrophine (uDYS) lorsque la partie

C-terminale de la dystrophine ait aussi enlevée.

A Dystrophine pleine longueur (11 kb) 5|6 |7 |8|of1wf1|[12[13|14|15]18]|17 18 21| 22| 23
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Figure 14: Versions tronquées de la dystrophine. (A) Schéma de la dystrophine dite pleine
longueur. (B) Schéma d’une mini-dystrophine. Elle est caractérisée par I’absence d’une partie du
domaine central de la dystrophine (délétion H2-19 dans cette version). (C) Schéma d’une micro-
dystrophine. Elle est aussi caractérisée par la délétion d’une partiec du domaine central de la
dystrophine. On note cependant que cette derniére est souvent bien plus importante dans une micro-
dystrophine que dans une mini-dystrophine, I’exemple ci-dessus montre une délétion 3-21. La
région C-terminale de la dystrophine est également manquante dans une micro-dystrophine.

24 .memm

C Micro-Dystrophine (3.8 kb) 12 |22|23

B Mini-Dystrophine (6.3 kb) - 1

De nombreuses souris transgéniques n’exprimant qu’une de ces formes tronquées de la
dystrophine furent générées et analysées [296, 298, 299]. Il ressort de ces études que peu
importe que ¢a soit les uDys ou les mDYS qui soient exprimées, il y a expression du DGC.
Néanmoins, I’expression sarcolemmique des syntrophines et du nNOS est plus forte
lorsque la partie C-terminale est présente [300]. Cela étant di au fait que I’a-dystrobrévine
recrutée par les sarcoglycanes peut aussi lier ces deux protéines. Outre le fait de restaurer le
DGC, T’histologie générale des muscles est également améliorée dans ces souris
transgéniques : moins d’infiltration leucocytaire et diminution du nombre de fibres
centronucléées. La force des ces souris est aussi augmentée, mais bien que plus fortes que
les souris mdx, elles restent toujours moins fortes que les souris sauvages. Les
améliorations observées varient toutefois selon le nombre d’exons du domaine central de la
dystrophine présent dans ces souris transgéniques. La présence des régions charnicres, en
particulier H3, semble d’ailleurs importante pour une meilleure amélioration phénotypique

de la souris [301].
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Les formes tronquées de la dystrophine sont intéressantes mais il faut garder en téte que la

meilleure restauration possible du phénotype dystrophique reste 1’utilisation de la FLDYS.

5.2 Thérapie génique virale

Les premiers vecteurs viraux ont été développés dans les années 80. Au fur et a mesure des
années, les chercheurs ont optimisé ces vecteurs pour qu’ils contiennent de moins en moins
de geénes viraux tout en gardant leur efficacité¢ de transduction. Avant d’aborder la partie
des résultats obtenus avec les différents vecteurs viraux dans le cadre de la DMD, une bréve

description de ces vecteurs va étre faite dans la prochaine section.

5.2.1 Les vecteurs viraux
Les vecteurs viraux que nous allons passer en revue sont les lentivirus, les adénovirus et les
virus associées aux adénovirus (AAV). Nous nous arréterons particuliérement sur les

lentivirus puisqu’ils sont utilisés dans cette présente these.

5.2.1.1 Lentivirus

Les lentivirus font partie de la famille des rétrovirus. Une caractéristique de ces lentivirus
est leur faculté¢ a pouvoir infecter des cellules sans qu’elles soient en division [302]. Le
principal lentivirus utilisé est celui dérivé du virus de I’immunodéficience humaine de type
1 (HIV-1) et c’est ce virus qui sera pris en exemple pour illustrer les lentivirus. Les
lentivirus sont des virus enveloppés a simple brin d’ARN de polarité positive d’un diameétre
variant de 80 a 100 nm. La capside virale contient deux copies du génome viral ainsi que
I’intégrase, la protéase et la transcriptase inverse nécessaires a l’infection. Dans son
génome, on retrouve 3 genes structuraux que ce sont Gag, Pol et Env ; qui sont par ailleurs
communs a tous les rétrovirus. En plus de ces geénes structuraux, il y a 2 génes régulateurs :
Tat et Rev, et 4 geénes accessoires : Vif, Vpr, Vpu et Nef (voir Figure 15). Outre ces genes,
des séquences bien particulieres sont aussi présentes dans le génome lentivirale telles que
les LTRs, PBS, vy, RRE et cPPT. Ces genes et s€équences vont étre brievement décrits dans

la prochaine section.
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5'LTR 3'LTR

Figure 15 : Génome du HIV-1. Les séquences LTRs sont colorées en jaune, les 3 génes structuraux
en rouge, les 2 geénes régulateurs en vert et les 4 génes accessoires en bleu. La séquence
d’encapsidation y y est également représentée.

Les genes et séquences du HIV-1

Génes structuraux

Le produit Gag est clivé en différentes sous-unités protéiques :

- MA (matrice) est essentiel pour 1’assemblage de la particule virale ;

- CA (capside) joue aussi un role dans 1’assemblage de la particule virale mais
¢galement dans sa maturation ;

- NC (nucléocapside) assure le bon maintien de I’ARN viral au sein de la particule
virale ;
- et plusieurs polypeptides de petites tailles comme p1, p2 ou p6 dont les roles ne sont pas

encore entierement déterminés.

Le gene Pol code pour 3 enzymes impliqués dans la réplication virale : une protéase (PRO),

une transcriptase inverse (RT) et une intégrase (IN).

Le gene Env permet I’expression des glycoprotéines gpl120 et gp41 a la surface du virus
formant ainsi son enveloppe. La glycoprotéine gp120 permet la liaison du virion a la cellule

alors que gp41 est impliquée dans sa fusion avec la membrane cellulaire [303].

Geénes régulateurs

L’exportation de I’ARN viral du noyau au cytoplasme nécessite deux interactions et cela
est permis par la protéine Rev. D’un c6té, elle contient un signal d’exportation nucléaire
(NES) permettant ainsi d’interagir avec la séquence dépendant de Rev (RRE) localisée dans
le génome viral, et d’un autre coté elle interagit avec les nucléoporines du noyau. Ainsi liée

aun ARN, Rev permet I’exportation de cet ARN du noyau au cytoplasme [304].
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L’autre geéne régulateur Tat code pour une protéine ayant comme caractéristique d’étre un
activateur fort de la transcription. En se liant a la région active de transactivation (TAR)
présente en 5’ des nouveaux brins d’ARN, elle permet d’accroitre le nombre d’ARN viraux

produits [305].

Geénes accessoires

Vif, Vpr, Vpu et Nef sont des génes impliqués dans la virulence du HIV-1 et sont nommés

« accessoires » car non essentiels a la réplication virale en culture cellulaire.

Séquences importantes

Outre la RRE décrite ci-dessus, d’autres séquences sont toutes aussi importantes pour le
HIV-1 [306]. Les LTRs (Long Terminal Repeat) sont des séquences que 1’on retrouve a
chaque extrémité suite a la transcription du génome viral. Ces séquences sont une suite de
séquences U3 — R — U5. Ces séquences agissent comme promoteur en 5’ entre U3 et R, et
comme signal de polyadényaltion en 3’ entre R et U5. Malgré le fait que le promoteur LTR
soit faible, il est renforcé par la présence de la protéine TAT. Le LTR en 5 est suivi du
PBS (Primer Binding Site) requis pour I’initiation de la transcription inverse et de la
séquence y requise pour 1’encapsidation de I’ARN viral. Une autre séquence importante est
le cPPT (central PolyPurine Track). Son rdle n’est pas encore entieérement déterminé mais il
semble qu’elle permettrait a I’ADN viral de se conformer d’une certaine maniere a pouvoir
accéder au noyau sans attendre que la cellule soit en mitose [307]. Il semblerait que le cPPT

aurait aussi un réle dans la réverse transcription [308].

Cycle du lentivirus
Afin de rester concis, le cycle viral du lentivirus sera décrit sans tenir compte de sa

virulence (voir Figure 16). Comme déja mentionné, la capside virale du lentivirus contient
deux copies du génome viral ainsi que 1’intégrase, la protéase et la transcriptase inverse. Le
virion se fixe sur les récepteurs CD4 de la cellule cible via sa glycoprotéine de surface
gp120 et entre dans la cellule via la fusion des membranes initiée par gp41. La présence de
corécepteurs tels que CCR5 ou CXCR4 est également importante pour une bonne infection

du VIH. Une fois dans la cellule, le génome viral est alors transcrit en ADN viral via la RT.
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La PRO permet de cliver les nouvelles polyprotéines synthétisées afin de les rendre
matures. L’ADN rentre dans le noyau et s’integre a I’ADN hdte via son IN. L’intégration
d’un lentivirus se fait au hasard mais les zones d’intégration correspondent a des zones ou
la chromatine est lache et donc plus facile d’accés [309] et ou la transcription est trés active
[310]. Apres I’intégration du génome viral, la transcription de ses génes peut alors débuter
via le LTR présent en 5’. Une premiére phase va permettre 1’expression des protéines de
régulation TAT et REV. Lorsqu’il y aura suffisamment de REV, celui-ci va permettre
I’exportation des longs transcrits qui vont donner les protéines de structure. L’ARN viral va
alors étre exporté vers le cytoplasme ou s’assemblent déja les protéines de 1’enveloppe et de
la capside. L’ ARN viral y sera subséquemment encapsidé via la séquence y et les particules

virales vont pouvoir alors bourgeonner.
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Figure 16 : Cycle du HIV-1. Suite a la liaison et la fusion de la particule virale avec la cellule hote,
le génome viral va étre libéré dans le cytoplasme ou il sera transcrit en ADN double brin. Suite a
son exportation dans le noyau, il s’intégrera dans le génome hote. Il y aura alors expression des
génes viraux et production de nouvelles particules virales qui sortiront de la cellule par
bourgeonnement. Schéma fourni par Simon Quenneville.

Le lentivirus comme vecteur viral

La premiere génération de lentivirus est basée sur la transfection transitoire de 3 plasmides.
Le premier plasmide code pour tous les genes viraux du HIV-1 excepté Env et Vpu, le

deuxiéme code pour I’enveloppe et le troisiéme pour le géne d’intérét. Ce dernier est placé
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entre les deux LTRs avec son propre promoteur. La taille maximale d’encapsidation du
lentivirus est d’environ 8 kb. Le premier vecteur lentiviral fut développé en 1996 [302] et
bien qu’il démontra son efficacité a infecter des cellules, ses particules virales contenaient
toujours les protéines Vif, Vpr et Nef impliquées dans la virulence du HIV-1. Une seconde
génération de lentivirus fut alors initiée afin d’enlever la présence de ces geénes [311]. Afin
de réduire encore plus le nombre de geénes viraux présent dans le lentivirus produit, une
troisieme génération fut également développée [312]. Cette dernieére génération est basée
sur la transfection transitoire de 4 plasmides (voir Figure 17). Le premier code pour
I’enveloppe, le deuxiéme pour Gag/Pol, le troisieme pour Rev et le dernier contient le géne
d’intérét. Dans le but d’éviter que les LTRs soient actifs d’une maniére ou d’une autre, sa
séquence peut étre mutée. Cette modification est nommée SIN (Self-INactivating) [313].
Afin d’augmenter I’expression du transgene, une séquence WPRE (Woodchuck hepatitis

virus Post-transcriptional Regulatory Element) peut étre placée en 3’ du transgeéne [314].
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Figure 17 : Production du lentivirus. Schéma décrivant la technique de transfection des 4 plasmides.
Le plasmide VSV-G va permettre 1’expression de la protéine d’enveloppe. Gag/Pol va coder pour
les protéines de la capside virale (via GAG) et pour la RT, PRO et IN (via POL). Le transgéne va
étre transcrit en ARN, exporté au cytoplasme via REV et y étre encapsidé. Les particules virales
vont alors bourgeonner et seront récupérées dans le surnageant de culture. Schéma fourni par Simon
Quenneville.

Comme mentionné ci-haut, les vecteurs lentiviraux sont produits par méthode de
transfection. Différents plasmides (3 ou 4) sont a introduire selon qu’on désire un lentivirus

de seconde ou de troisiéme génération. Il est important de noter que le géne d’enveloppe le
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plus utilis¢ est le VSV-G (Vesicular Stomatitis Virus — G glycoprotein) car son récepteur
est trés ubiquitaire [315]. Ces trois ou quatre plasmides sont alors transfectés dans des HEK
293T (cellules rénales embryonnaires humaines immortalisées) car facilement
transfectables (voir Figure 17). Les protéines de la capside et de I’enveloppe sont obtenues
par Gag et Env. Rev va exporter rapidement I’ARN viral vers le cytoplasme via la séquence
RRE ou il va pouvoir y étre encapsidé via sa séquence . Il est a noter que RT, PRO et IN
sont aussi présentes dans la capside virale. Les particules virales vont alors bourgeonner de
la cellule et il ne restera plus qu’a récupérer le surnageant. Les titres obtenus sont d’environ
de 10°4 107 particules virales par mL et peuvent étre plus élevés suite a 1ultrafiltration ou
I’ultracentrifugation. Les lentivirus peuvent également étre produits par des lignées stables

qui ont intégrées dans leurs chromosomes les genes du lentivirus.

Le lentivirus ainsi obtenu contient les séquences nécessaires a l’intégration de son
transgene dans le génome hote tout en étant non réplicatif. En date de décembre 2009, 27

essais cliniques utilisant des lentivirus furent répertoriés [316].

5.2.1.2 Adénovirus

Bréve description

Les adénovirus sont connus depuis plus de 50 ans et sont responsables chez I’Homme de
problémes au niveau de 1’appareil respiratoire et ce, principalement chez 1’enfant (environ
10 % des cas de gastroentérite) [317]. Ces virus sont non enveloppés a double brins d’ADN
d’environ 38 kb et font 90 a 100 nm de diamétre. Leur génome contient des génes exprimeés
en deux vagues : les genes précoces et les genes tardifs. Tout comme pour les lentivirus, il
existe des séquences génomiques qui sont nécessaires a la réplication de I’adénovirus telles
que les séquences ITRs (Inverted Terminal Repeats) qui bordent son génome et vy, sa

séquence d’encapsidation. Il existe par ailleurs plus de 50 sérotypes différents [318].

L’adeénovirus comme vecteur viral

La conception des vecteurs adénoviraux repose sur le méme principe que tous vecteurs
viraux, enlever les génes viraux pour éviter toute réplication et obtenir le moins de toxicité

possible. Une premiere génération d’adénovirus a été construite en enlevant les genes
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précoces E1A et E1B puis une seconde génération en enlevant plus de geénes viraux.
Cependant, des problémes d’immunogénicité ont été parfois rencontrés avec ces deux types
de vecteurs car il existe de nombreux anticorps préexistants chez I’ Homme [319]. De ce
fait, une troisieme génération de vecteur nommeée « gutless » a été développée ou il ne reste
plus que les ITRs et y résultant a une taille de transgéne disponible de pres de 37 kb [320,
321]. Cependant, il existe toujours le méme probléme d’anticorps préexistants avec cette
troisieme génération d’adénovirus. Leur production reste néanmoins plus compliquée car
elle nécessite une complémentation des génes manquants avec un virus de premicre
génération et apres production, une élimination de ce dernier virus est requise. Le résultat
obtenu est cependant intéressant car trés peu de protéines virales sont exprimées [322]. 1l
est a noter que comme ce virus ne possede pas d’intégrase, il est considéré comme un
vecteur viral non-intégratif. Sa présence diminue donc au fur et & mesure des divisions
cellulaires. En date de décembre 2009, 379 essais cliniques utilisant des adénovirus furent

répertoriés [316].

5.2.1.3 AAV

Breve description

Ce virus est considéré comme non pathogene et a été la premiere fois décrit comme
contaminant de culture d’adénovirus [323]. Ces virus sont non enveloppés, font environ 20
nm de diamétre et contiennent un simple brin d’ADN d’environ 4.7 kb. On ne retrouve que
deux génes dans son génome : Rep et Cap. Les protéines découlant de Rep sont impliquées
dans la réplication et I’intégration du virus alors que Cap code pour les protéines de la
capside. Il est a noter que I’intégration se passe dans des sites spécifiques pour le virus
sauvage mais pas pour le virus qui est utilis¢é comme vecteur viral. Aux extrémités du
génome viral de ’AAV, on retrouve des séquences TRs (Terminal Repeat) nécessaires pour
sa réplication et son encapsidation. Cependant, il est incapable de se répliquer sans la
présence de certaines protéines virales fournies par un adénovirus ou un virus de 1’herpes

[324]. On dénombre actuellement 12 sérotypes différents d’AAV [325].

L’AAV comme vecteur viral
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Pour pouvoir utiliser ’AAV comme vecteur viral, les genes Rep et Cap ont été¢ enlevés afin
de ne conserver que les TRs. Cela permet de pouvoir y mettre jusqu’a 4.6 kb d’ADN
exogeéne. Rep n’étant plus présent, le vecteur AAV n’a donc plus la propriété intégrative
dans le génome hote. Méme si en absence de Rep, le vecteur s’intégre toujours dans I’ADN
génomique de maniére non spécifique et trés sporadique, on considére plus les AAVs
utilisés en thérapie comme persistants [326, 327]. Cette persistance viendrait de la

résistance des TRs a la dégradation [326].

Les vecteurs AAVs peuvent étre produits par deux méthodes différentes [328]. La premicre
consiste a cotransfecter des cellules HEK 293 avec trois différents plasmides : un codant
pour le transgéne a introduire borné par les TRs, un autre contenant Rep et Cap, et un
dernier codant pour les génes nécessaires a la réplication des AAVs. La deuxieéme méthode
consiste aussi a transfecter les plasmides contenant TR — transgéne — TR et celui contenant
Rep et Cap mais les geénes nécessaires a la réplication des AAVs ne sont pas apportés par
un plasmide. Ces geénes sont soit apportés par un vecteur adénoviral ou herpétique [329] ou
soit par des cellules productrices [330] qui sont alors directement transfectées avec les deux
autres plasmides. Lors d’utilisation de virus pour complémenter la production d’AAV, les
particules adénovirales ou herpétiques doivent cependant étre éliminées. Les titres obtenus
peuvent atteindre jusqu’a 10'* particules virales par mL aprés purification et
ultracentrifugation [331]. En date de décembre 2009, 71 essais cliniques utilisant des AAVs
furent répertoriés [316].

5.2.2 Résultats obtenus dans le cadre de la DMD

5.2.2.1 Lentivirus

Dés 1997, un lentivirus codant pour la GFP fut injecté en intramusculaire chez le rat [332].
La moiti¢é du muscle injecté exprimait le transgéne jusqu’au moins 8 semaines apres
I’injection du lentivirus. Une expérience a plus long terme montra 1’expression de [3-
galactosidase jusqu’a 14 mois apres son injection en intramusculaire chez des rats [333]. La
premiere utilisation du vecteur lentiviral dans le cadre de la DMD eut lieu en 2003. Comme

la taille d’encapsidation du lentivirus ne permet pas d’y introduire la FLDYS, c’est la
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mDYS de souris qui y fut incorporée [334]. Ce lentivirus fut alors injecté en
intramusculaire dans des souris mdx nouveau-nées ou adultes. Les meilleurs résultats furent
obtenus chez les souris les plus jeunes ou 65 % du muscle injecté¢ exprimait la mDYS 4
mois apres 1’injection. Dans ces muscles, une amélioration de 20 % de la force spécifique et
une résistance accrue aux dommages furent observées. L’injection d’un tel lentivirus en
intramusculaire permit aussi d’infecter les cellules satellites [335]. Le lentivirus a montré
de bons résultats de transduction chez des petits rongeurs mais ces résultats restent a
confirmer chez de grands animaux tels que le chien ou le primate non-humain. Malgré ces
bons résultats, il faut tout de méme faire attention au fait que les lentivirus s’intégrent dans
le génome hote de maniére non spécifique ; méme si aucune trace de tumeur ne fut

mentionnée dans les travaux cités ci-dessus.

Le lentivirus peut aussi étre utilisé pour infecter des cellules qu’on transplante ou qu’on
injecte par la suite dans un animal par voie locale ou systémique. Cette méthode est appelé
la thérapie génique ex vivo (voir Figure 18). Des lentivirus codant pour la pDys ou la mDys
ont été utilisés de cette maniére dans le cadre de la DMD. En 2004, des cellules SP de
souris furent infectées avec un lentivirus codant pour la uDys humaine puis injectées en
intraveineux dans des souris mdx mais moins de 1 % des fibres musculaires du TA ou du
quadriceps exprimerent la pDys [336]. Ce pourcentage fut augmenté a 5 % environ lorsque
ces cellules furent injectées de maniere intra-artérielle [337]. Des mésoangioblastes de
chiens dystrophiques ont aussi été infectés avec un lentivirus codant pour la pDys humaine
puis injectés en intra-artériel dans ces mémes chiens. Les chiens traités montreérent une
bonne expression de puDys humaine mais deux des trois chiens traités sont morts de
pneumonie [230]. La cause de ces déces ne fut pas expliquée par les auteurs de 1’article
mais on peut cependant penser que I’accumulation des cellules injectées au niveau du
poumon peut y étre pour quelque chose. Notre équipe a aussi démontré que la thérapie
génique ex vivo €tait aussi faisable avec des myoblastes. En effet, des myoblastes humains
infectés avec un lentivirus codant pour la uDys humaine puis transplantés dans le TA de
souris immunodéficientes (SCID) a permis 1’expression du transgeéne dans 45 % des fibres
musculaires du muscle transplanté. L’autotransplantation de myoblastes de primates non-

humains infectés avec ce méme virus a aussi permis 1’expression de pDys dans les muscles
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transplantés [338]. Tout comme avec I’injection de lentivirus directement dans I’organisme,

il faut faire attention au risque de tumorigénicité des cellules infectées avec un lentivirus.

Modification
génétique

Patient

Fusion et expression
n'>—\ : -
= — -

Figure 18 : Thérapie génique ex vivo. Suite a une biopsie musculaire chez un patient donné, les
myoblastes extraits sont mis en culture puis génétiquement modifiés avec un virus. Ces cellules sont
ensuite proliférées puis transplantées dans les muscles de ce méme patient.

En plus de la possibilité de délivrer une version tronquée de la dystrophine par un vecteur
lentiviral de maniére ex vivo, on peut aussi utiliser I’approche du saut d’exon avec ce
vecteur. Cela a été fait en modifiant le géne U7 qui code a la base pour un petit ARN
impliqué dans la maturation des pré-ARN d’histones [339]. Une partie de sa séquence peut
étre modifiée pour qu’il donne un ARN anti-sens et ainsi provoquer le saut d’exon désiré.
Ces modifications ont été faites dans le géne U7 pour permettre le saut de I’exon 51 dans le
gene de la dystrophine humaine. Des myoblastes d’un patient DMD ayant la délétion des
exons 49 et 50 ont ét¢ infectés avec ce virus puis transplantés dans des muscles de souris
SCID. La présence de la dystrophine (manquant les exons 49 a 51) a été détectée jusqu’a 10
semaines dans les muscles traités [338]. Cela a aussi été réalisé avec succeés en utilisant des

cellules AC133+ [340].
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L’utilisation d’un lentivirus comme approche thérapeutique dans la DMD est donc
prometteuse mais il faut néanmoins faire attention au risque de tumorigénicité de ce vecteur

viral.

5.2.2.2 Adénovirus

Les adénovirus de premicre génération ont permis de délivrer la mDYS dans des muscles
de souris mdx [341] et d’ainsi améliorer leur force [342], et cela sur plusieurs mois [343]
malgré le fait que I’adénovirus ne soit pas intégratif. Cette durée d’expression est due au
fait que les fibres musculaires sont composées de cellules post-mitotiques. Dans ces
premiers essais, on remarque cependant que I’injection d’adénovirus montre toujours de
biens meilleurs résultats dans des souris nouveau-nées que dans des souris adultes [344].
Cela s’explique par le fait que le systéeme immunitaire de la souris nouveau-née n’est pas
encore entierement mature. L’adénovirus a aussi été testé chez le chien GRMD ou
I’expression de la mDYS a pu étre observée mais €galement une réponse immunitaire
contre 1’adénovirus [345]. Outre cette expérience chez le chien, d’autres expériences ont
également montré 1’induction d’une réponse immunitaire suite a une injection
d’adénovirus. De ce fait, des constructions adénovirales ne contenant plus de geénes viraux
ont été développées. En enlevant ces genes, la capacité d’encapsidation a par ailleurs
augmenté pouvant ainsi permettre d’y inclure la FLDYS. Des injections d’adénovirus
codant pour la FLDY'S de souris ont alors été faites dans la souris mdx nouveau-nées. Elles
permirent d’obtenir I’expression de cette dystrophine dans 50 % des fibres et ce jusqu’a 1
an apres I’injection du virus [346]. Méme si cette expression est stable durant un an, on ne
sait pas ce qu’il adviendra a plus long terme lorsqu’administré a un patient dystrophique.
De plus, I’utilisation du vecteur adénoviral est compliquée vu que la moitié de la population

humaine posséde déja des anticorps contre la capside de I’adénovirus [319].

Une autre approche intéressante avec ce vecteur viral est l’introduction du geéne de
I’utrophine. En effet, cette protéine similaire a la dystrophine peut étre encapsidée dans un
adénovirus. Des adénovirus codant pour I'utrophine ont donc été injectés dans des TA de
souris mdx. Deux mois aprés D’injection, jusqu’a 35 % d’expression d’utrophine fut

retrouvée dans les muscles traités. Des améliorations du phénotype de la souris
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dystrophique furent aussi observées telles que la restauration de certaines protéines du
DGC, une résistance accrue a 1I’Evans Blue ou une diminution du nombre de fibres
centronucléées [347]. Cependant, une étude récente montre que 1’utrophine est incapable de
recruter nNOS au sarcolemme amenant donc a une ischémie précoce du muscle méme en

présence d’utrophine [348].

Bien qu’il ne soit pas intégratif, 1’adénovirus est un outil viral intéressant car il permet de
pouvoir encapsider la FLDYS. Cependant sa capacité immunogénique nuit a son utilisation

en clinique.

5.2.2.3 AAV

Comme mentionné précédemment, il existe différents sérotypes de vecteurs AAV. Les
sérotypes les plus utilisés dans le muscle sont le 1, 2, 6, 8 et 9. L’AAV s’est montré
efficace que ce soit par voie locale ou systémique [349]. La taille d’encapsidation de
I’AAYV étant limitée, seules les formes tronquées de la dystrophine ont pu étre utilisées avec
ce vecteur viral. Des AAVs de sérotypes 1 [300] et 2 [350] codant pour la puDys ont été
injectés dans des muscles de souris mdx avec succeés. En effet, jusqu’a 80 % du muscle
injecté pouvait exprimer la version tronquée de la dystrophine tout en restaurant le DGC et
le phénotype de la souris. Des expériences ont aussi été réalisées chez le chien avec des
AAVs de sérotypes 6 et 8 mais bien que 1’expression de la pDys fiit observée, une réponse
immunitaire contre la capside virale fut également détectée [351, 352]. Cette réponse
immunitaire contre la capside de I’AAV fut également observée pour d’autres transgenes
chez le chien [353]. Un AAVS8 codant pour uDys a aussi été introduit chez le primate non-
humain. A 5 mois, ’expression de pDys atteint environ 80 % dans le muscle traité mais
descend environ a 40 % lorsque 1’animal posséde des anticorps préexistants contre ’AAV
[354]. 1l reste cependant a éclaircir ces résultats quelque peu divergents a propos de la

réponse immunitaire engendrée contre la capside virale.

L’approche du saut d’exon fut aussi abordée avec I’AAV. Un AAV1 codant pour le gene
U7 modifié pour permettre 1’épissage de I’exon 23 de la dystrophine de souris a été injecté

a des souris mdx. L’expression de la dystrophine tronquée de 1’exon 23 fut observée jusqu’a
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3 mois apres ’injection [355]. Une plus récente expérience montra méme que cette
expression peut étre stable durant presque 1 an et demi chez la souris [356]. Ces résultats
semblent encourageants mais cette approche reste cependant a étre démontrée chez de plus

grands animaux.

Les AAV ont aussi été utilisés pour interférer avec la voie de la myostatine. Un AAV
codant pour le propeptide de la myostatine, un inhibiteur de la myostatine, a été injecté
dans des souris mdx. L’injection de ce vecteur viral permit ainsi d’améliorer le phénotype
des souris traitées en induisant une hypertrophie musculaire [357]. Ce méme vecteur fut par
la suite testé chez le chien. Malheureusement, peu de parameétres furent étudiés dans cette
étude et elle permit juste de conclure a I’hypertrophie de certains muscles et cela, 3 mois
aprés I’injection du virus [358]. Cependant, a ’inverse des études chez le chien avec la

uDys, aucun signe de réponse immunitaire contre la capside virale ne fut observé.

Ces résultats restent tout de méme intéressants pour le développement de thérapie a la base
de vecteurs AAVs. Cependant, le comportement a long terme de I’AAV reste a étre analysé
que ce soit du point de vue de I’expression du transgene pour lequel il code ou de la

réponse immunitaire engendrée par sa capside.

5.3 Thérapie génique non virale

La thérapie génique non virale permet d’introduire un transgéne dans un tissu sans
’utilisation de virus. Cette technique a comme principal avantage d’éviter la réponse
immunitaire qui peut étre engendrée par la capside virale ou toutes autres protéines virales.
La taille du transgene a introduire n’est pas non plus limitée par la capacité d’encapsidation
des vecteurs viraux. Les vecteurs non viraux sont en fait des plasmides d’ADN. Avant de
nous attarder sur les méthodes utilisées pour introduire les vecteurs non viraux dans le

muscle, nous allons commencer par décrire ces vecteurs non viraux.

5.3.1 Vecteur non viral
Comme mentionné, les vecteurs non viraux sont des plasmides d’ADN. Ces derniers étant

produits dans des bactéries, il faut y inclure une origine de réplication bactérienne. Celle
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qui est la plus utilisée est ColEl d’Escherichia coli car elle permet d’obtenir un grand
nombre de copie de plasmide dans les bactéries. Pour permettre leur sélection, un géne de
résistance a un antibiotique tel que I’ampicilline ou la kanamycine est inclus dans la
construction plasmidique. Le géne d’intérét que ’on veut faire exprimer est lui sous la
forme d’un ADNc. Afin de permettre 1’expression de ce gene, il est placé sous le contrdle

d’un promoteur.

5.3.2 Injection d’ADN nu

La maniére la plus simple de délivrer un plasmide dans un muscle est de I’injecter a 1’aide
d’une aiguille. Cela fut fait dés 1990 avec un plasmide codant pour la $-galactosidase [359]
et ’année d’aprés pour des plasmides codant pour la mDYS et la FLDYS [360].
Cependant, le nombre de fibres exprimant ces transgeénes fut trés faible. Néanmoins,
I’expression de ces transgenes peut durer jusqu’au moins 6 mois dans le temps [361]. Cela
étant d au fait que le renouvellement des fibres musculaires est faible puisqu’elles sont
composées des cellules post-mitotiques. Un essai de phase I fut par la suite effectué en
2004 sur des patients BMD et DMD [362]. Ces patients furent injectés en intramusculaire
avec un plasmide codant pour la FLDYS. Les 2 patients DMD traités ne montrérent aucune
fibre dystrophine positive. Sur les 7 patients BMD traités, hormis chez un patient ou on
dénombra 20 fibres dystrophine positive pour 310 fibres comptées, juste 2 ou 3 fibres

dystrophine positive furent détectés chez les autres patients.

Bien que I'utilisation de plasmides nus semble intéressante dans le fait que cette méthode
est rapide, que les vecteurs sont faciles a produire et plus sécuritaire que 1’injection de
virus, son efficacité reste faible. Afin d’améliorer I’efficacité de transfection des plasmides,
des méthodes chimiques ou physiques peuvent étre utilisées. Ces différentes méthodes vont

étre passées en revue dans les prochaines sections.
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5.3.3 Méthodes chimiques

5.3.3.1 Lipoplexes

L’ADN peut étre recouvert par des lipides pour former des micelles ou des liposomes afin
de faciliter I’entrée du plasmide dans un tissu donné. Le complexe ainsi formé est nommé
lipoplexe. Les lipides qui donnent les meilleurs résultats sont chargés positivement. Ils se
complexent donc bien avec I’ADN qui est chargé négativement formant ainsi un ensemble
compacte afin qu’il soit moins exposé aux nucléases. Il possede ¢également des
groupements chargés positifs qui permettront une meilleure pénétration dans la cellule. Un
exemple de ces composés est le polyéthyléne glycol. Ces composés se sont montrés
efficace in vitro mais le furent beaucoup moins in vivo. De plus, une certaine toxicité fut

observée dans les cellules traitées avec ces lipoplexes [363].

5.3.3.2 Polyplexes

Outre la possibilité de faire des complexes lipides/ADN, on peut aussi I’associer avec des
polymeres. Le plus connu d’entre eux est le polyéthyléne imine. Le polyplexe fonctionne
de la méme maniére que le lipoplexe dans le sens ou il se fixe sur la membrane plasmique
via ses charges positives. Cependant, il est libéré dans le cytoplasme sous forme
d’endosome alors que le lipoplexe I’est sous forme de liposome. Son efficacité est similaire
a celle des lipoplexes, c'est-a-dire que ¢a fonctionne bien in vitro mais beaucoup moins in

vivo [364].

5.3.3.3 Poloxameéres

Les poloxameres sont des polyméres non ioniques composés d’une chaine centrale
hydrophobe de polyoxypropyleéne et de 2 chaines hydrophiles de polyoxyéthyléne. Ces
composées sont connus sont le nom de « Pluronic ». Leur mode d’action n’est pas encore
entierement connu pour 1’instant mais il semblerait qu’ils agissent au niveau des lipides en
formant des pores dans les membranes biologiques [365]. Ces composées semblent moins
toxiques que les autres composés chimiques permettant d’enrober ’ADN. L’efficacité des

poloxameres semble €tre meilleure que celle des autres polymeéres dans le muscle mais il
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est difficile dévaluer I’efficacité de cette méthode puisqu’aucune donnée quantitative de

I’expression n’a été présentée [366].

Bien que les méthodes chimiques aient montré de bons résultats in vitro, les lipoplexes et
les polyplexes se sont avérés toxiques (formation d’agrégats) et peu efficaces in vivo.
Concernant les poloxameres, il reste a démontrer leur efficacité dans le contexte de la

DMD.

5.3.4 Méthodes physiques

5.3.4.1 Pression hydrodynamique

De bons niveaux d’expression de transgénes peuvent étre obtenus aprés une injection
rapide d’un grand volume d’ADN nu [367]. Cette injection intraveineuse en présence d’un
tourniquet permet de disperser ’ADN nu dans le milieu extracellulaire et de la faire
pénétrer dans les fibres musculaires des muscles du membre inférieur [368]. En effet, due a
la pression systémique occasionnée, il se crée comme des pores dans I’endothélium des
vaisseaux sanguins permettant ainsi au plasmide de pénétrer dans les muscles environnants
[369]. Cependant, lorsqu’on analyse un muscle ainsi traité, la majorité du plasmide injecté
reste tout de méme au niveau de 1’endothélium des vaisseaux sans avoir pu le traverser
[370]. La quantit¢ de plasmides pénétrant des fibres musculaires peut étre majorée en
prolongeant la durée d’exposition du plasmide. Cette méthode s’est montrée sécuritaire
dans de nombreux animaux tels que les rongeurs ou les primates non-humains [368]. Cette
technique fut utilisée dans des souris mdx avec un plasmide codant pour la mDYS et entre
15 et 20 % des fibres exprimerent cette dystrophine pendant plus d’un an apres 1’expérience
[371]. Une amélioration du phénotype de la souris dystrophique fut aussi observée.

Cependant, il reste a confirmer ces résultats chez de plus grands animaux.

5.3.4.2 Sonoporation
Via des ultra-sons, il est aussi possible d’améliorer la transfection des plasmides dans un

tissu. Cette technique s’est montrée efficace a délivrer des transgeénes dans les muscles
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squelettiques [372] ainsi que dans le muscle cardiaque [373]. Bien que cette technique ait
montré que les muscles traités n’étaient quasiment pas endommagés [374], son efficacité
reste a €tre améliorée pour pouvoir €tre considérée comme approche potentielle dans le

cadre de la DMD.

5.3.4.3 Electroporation

Une troisieme méthode physique pour accroitre 1’efficacité de transfection des plasmides
dans un muscle est I’¢lectroporation (voir Figure 19). Cette méthode permet via un courant
¢lectrique de faire pénétrer un plasmide préalablement injecté dans le muscle [375, 376]. Le
choc électrique perméabilise la membrane cellulaire créant des pores temporaires favorisant
I’entrée de plasmides dans la cellule. En méme temps, ces pores vont aussi favoriser la
libération du Ca*" dans le milieu extracellulaire qui peut par la suite activer certaines
protéases [377]. 1l est donc important de doser le voltage afin d’avoir un maximum
d’efficacité tout en ayant le moins de dommage possible. Tout comme avec la pression
hydrodynamique, 1’électroporation permet d’obtenir 1’expression d’un transgene pendant
plus d’un an dans un muscle squelettique [378]. Le muscle cardiaque peut aussi étre traité
avec cette technique d’apres un article récent [379]. Une étude montra également que les
cellules satellites pouvaient étre transfectées avec cette technique [380]. Cependant, cette
étude reste isolée et n’a jamais été confirmée par la suite. Afin de comprendre ce
mécanisme, il faut analyser 1’équation de Schwann qui décrit le potentiel transmembranaire
qui est induit par un courant électrique [381]. Celle-ci énonce que ’intensité nécessaire
pour obtenir une déperméabilisation membranaire est inversement proportionnelle au
rayon. Or le rayon d’une cellule satellite est bien plus petit que celui des fibres musculaires
d’ou une incapacité a transfecter ces cellules lorsqu’on veut électroporer en méme temps

des fibres musculaires.
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Figure 19 : Electroporation dans un muscle. Photo d’une souris ol un de ses muscles a été injecté
avec une solution plasmidique (au niveau de 1’astérisque). Les électrodes sont par la suite placées
autour du site d’injection (fléches) et un courant électrique y sera délivré. Tirée de Kawai et al.
[382].

Depuis le premier essai clinique réalisé¢ en 1991 [383], 1’¢électroporation de plasmides s’est
montrée efficace et sécuritaire a introduire des transgénes dans divers tissus comme la peau
ou les mélanomes [384-386]. Différents essais cliniques sont d’ailleurs actuellement en
cours dans plusieurs maladies [385]. La méthode d’électroporation fut également testée
pour introduire la FLDYS dans des muscles de souris mdx. Les muscles électroporés avec
la FLDYS exprimeérent le transgéne jusqu’a un mois tout en ayant moins de fibres
centronucléées [387, 388]. La prochaine étape sera de confirmer ces résultats chez de plus

grands animaux tels que le chien ou le primate non-humain.

Comparées aux méthodes chimiques, les méthodes physiques montrent de meilleurs
résultats dans le muscle que ce soit du point de vue de I’efficacité ou de la sécurité.
Néanmoins aucune méthode physique n’a encore été explorée chez de grands animaux dans

le cadre de la DMD.
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Chapitre 6 : Projet de thése

6.1 Problématique

La DMD est une maladie génétique caractérisée par 1’absence de dystrophine dans
I’ensemble des muscles. Ce manque de dystrophine fragilise le sarcolemme et méne a une
dégénérescence progressive des muscles squelettiques et cardiaque chez un patient DMD.
Leur déces survient généralement dans la vingtaine et il n’existe pas a I’heure actuelle de

traitement curatif pour cette maladie.

La transplantation de myoblastes s’est montrée efficace lors de précédents essais cliniques
chez le patient DMD pour restaurer la dystrophine dans les muscles greffés. Cependant, la
réponse immunitaire spécifique due a I’incompatibilit¢ donneur vs receveur réduit
I’efficacité du traitement et impose une immunosuppression continue aux patients

transplantés.

6.2 Hypotheses de travail

De nombreuses cellules ont été testées pour leurs potentiels a restaurer la dystrophine dans
un muscle dystrophique. Cependant, les meilleurs résultats en termes d’efficacité et de
sécurité ont été obtenus avec la transplantation de myoblastes directement dans le muscle ;
les myoblastes dérivant des cellules réparatrices « naturelles » du muscle : les cellules
satellites. Il semble donc que les myoblastes se révelent étre le meilleur choix de cellules

dans une potentielle thérapie cellulaire dans la DMD.

Afin de rétablir la dystrophine chez les patients DMD, la thérapie génique ex vivo est une
avenue intéressante dans le sens ou elle allie la thérapie génique a la thérapie cellulaire.
Cette technique consiste a prendre des myoblastes de patients DMD, de les modifier
génétiquement pour qu’ils expriment la dystrophine et de les transplanter par la suite dans
leurs muscles ; le tout sans immunosuppresseur. Cette approche a d’ailleurs déja fait ses
preuves chez la souris mdx. Cependant le meilleur modele animal pour étudier les effets

d’une potentielle thérapie pour la DMD est le chien dystrophique puisque son phénotype
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est comparable a celui d’un patient DMD. Tester la thérapie génique ex vivo chez le chien
dystrophique semble donc étre la prochaine étape pour évaluer le potentiel de cette
approche thérapeutique dans le cadre de la DMD. Pour cela, un lentivirus codant pour
I’ADNc de la micro-dystrophine de chien sera utilis¢é comme vecteur viral pour ses

capacités intégratives.

Bien que le lentivirus soit efficace a introduire des transgénes de petites tailles, il est
incapable d’encapsider de grands transgénes comme celui de la dystrophine pleine longueur
(environ 11 kb). Une alternative a cette utilisation de virus est 1’¢lectroporation de
plasmide. En effet, cette méthode non virale permet d’introduire des plasmides dans des
muscles via un courant €lectrique. La dystrophine a d’ailleurs déja été introduite de cette
maniere dans des muscles de petits animaux tels que la souris dystrophique ou le rat mais
jamais dans de grands animaux tels que le chien dystrophique. L’¢électroporation serait donc
une option intéressante pour introduire la dystrophine dans les muscles de chiens

dystrophiques.

6.3 Objectifs

Méme si la thérapie génique ex vivo et 1’électroporation ont déja été utilisées pour
introduire la dystrophine dans des muscles de souris, ces méthodes n’ont jamais été
appliquées chez le chien (sauf avec des mésoangioblastes) dans le contexte de la DMD.
Nous nous sommes donc concentrés sur ce modele animal. Nos objectifs sont de :

- Mettre au point la culture de myoblastes de chien ;

- Construire un vecteur lentiviral codant pour la micro-dystrophine de chien ;

- Introduire la micro-dystrophine de chien dans des muscles de chien par thérapie génique
ex vivo et par électroporation ;

- Construire un vecteur plasmidique codant pour la dystrophine de chien pleine longueur ;

- Introduire la dystrophine de chien pleine longueur dans des muscles de chien
dystrophique par électroporation ;

- Comparer I’efficacité des deux techniques et des deux versions de la dystrophine utilisées.
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Résultats

Chapitre 7 : Expression de micro-dystrophine de chien
dans des muscles de souris et de chien par thérapie
génique

Christophe Pichavant, Pierre Chapdelaine, Daniel G. Cerri, Jean-Christophe Dominique,
Simon P. Quenneville, Daniel Skuk, Joe N. Kornegay, Joao C. S. Bizario, Xiao Xiao et

Jacques P. Tremblay
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de ce travail. Daniel G. Cerri s’est occupé de la prolifération des cellules immortalisées.
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contenant la micro-dystrophine de chien. J’ai rédigé 1’article sous la supervision de Jacques

P. Tremblay. Les autres auteurs ont contribués de facon mineure.

Résultats publiés dans le journal Molecular Therapy, 2010
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Résumeé

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est caractérisée par 1’absence de
dystrophine. Des études antérieures ont démontré la faisabilité de délivrer I’ADNc d’une
micro-dystrophine dans des muscles de souris et de singe par thérapie génique ex vivo.
Cependant, ces mod¢les animaux ne reflétent pas complétement le phénotype d’un patient
DMD. Etant donné que le phénotype du chien dystrophique est le phénotype animal se
rapprochant le plus de celui d’un patient DMD, un lentivirus codant pour la micro-
dystrophine de chien a été construit. Des myoblastes humains et des myoblastes de chien
dystrophique ont été transduits avec ce vecteur puis transplantés dans des muscles de souris
immunodéficientes. Un mois plus tard, des fibres exprimant le transgene furent retrouvées
dans les muscles greffés. Une approche non virale a aussi été utilisée. Le plasmide codant
pour la micro-dystrophine a été ainsi €lectroporé dans des muscles de souris et de chien.
Deux semaines plus tard, le transgéne fut détecté dans les muscles électroporés. En
conséquence, la thérapie génique ex vivo et 1’électroporation sont donc des méthodes
envisageables pour introduire une version tronquée de la dystrophine dans des muscles de

modeles animaux et éventuellement dans ceux des patients DMD.
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Abstract
Duchenne muscular dystrophy (DMD) is characterised by the absence of dystrophin.

Several previous studies demonstrated the feasibility of delivering micro-dystrophin cDNA
into mouse and normal nonhuman primate muscles by ex vivo gene therapy. However,
these animal models do not reproduce completely the human DMD phenotype, while the
dystrophic dog model does. To progress towards the use of the best animal model of DMD,
a dog micro-dystrophin was transduced into human and dystrophic dog muscle precursor
cells (MPCs) with a lentivirus before their transplantation into mouse muscles. One month
following MPC transplantation, myofibers expressing the dog micro-dystrophin were
observed. We also used another approach to introduce this transgene into myofibers, i.e.,
the electrotransfer of a plasmid coding for the dog micro-dystrophin. The plasmid was
injected into mouse and dog muscles, and brief electric pulses were applied in the region of
injection. Two weeks later, the transgene was detected in both animals. Therefore, ex vivo
gene therapy and electrotransfer are two possible methods to introduce a truncated version
of dystrophin into myofibers of animal models and eventually into myofibers of DMD

patients.
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Introduction

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is an X-linked genetic disease characterized
by the absence of dystrophin. This large protein of 427 kDa is encoded by a 14 kb mRNA
[1]. This protein, interacting with other membrane-associated proteins, would be needed to
insure mechanical stress resistance of the sarcolemma during muscle contraction. The lack
of dystrophin weakens the sarcolemma and thus makes myofibers less resistant to
mechanical stress [2, 3].

There is currently no efficient treatment for DMD. Several groups have however
obtained promising results with a variety of approaches in clinical and preclinical
experiments such as the exon skipping [4] or the use of different types of stem cells [5].The
transplantation of normal allogeneic muscle precursor cells (MPCs) has been proven
effective to restore the expression of dystrophin, but requires immunosuppression to avoid
rejection of the allogeneic cells and myofibers [6, 7]. Cossu’s laboratory reported good
expression of dystrophin after intra-arterial delivery of normal mesoangioblasts in
dystrophic dogs, but this therapeutic approach also needed immunosuppression because of
the allogeneic context of the grafts [8]. The systemic delivery of mesoangioblasts seems
very promising, but it will very important to verify the potential side-effects of the
accumulation of these cells in different vital organs. Two recent experiments in dogs
demonstrated good expression of dystrophin after intramuscular, regional limb delivery
approach or intravenous delivery with an Adenovirus Associated Virus (AAV) in
dystrophic dogs but they also needed immunosuppression to prevent an immune reaction
against the delivered vector [9, 10].

Immunosuppressive drugs induce several adverse effects such as increased risks of
cancer, infections, nephrotoxicity, neurotoxicity, and so on. One way to eventually avoid
the immune problems associated with allogeneic cell transplantation or viral vector
injections is to transplant autologous cells, which have been genetically modified ex vivo.
This technique has been proven effective with a truncated version of dystrophin in the
mouse [11] and in the nonhuman primate models [12]. However, the best animal model to
study the effects of experimental therapies for DMD is the muscular dystrophy dog, since
its dystrophic phenotype is closer to the DMD patient than the dystrophic mouse. Indeed,
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while research with nonhuman primates is of importance, there is no monkey with
muscular dystrophy available for experimentation. Therefore, the present study will focus
on the use of the dog micro-dystrophin. A recent study showed expression of this truncated
version of dog dystrophin into dystrophic dog muscles after its intramuscular delivery with
an AAV, but immunosuppression would be required to obtain a long-term expression. With
this therapeutic approach there is not only a requirement for immunosuppression but also
some potential toxicity following the dissemination of the virus throughout the body [13].
Another approach to avoid these problems is to directly electrotransfer a cDNA coding for
the gene of interest into muscles. A clinical trial performed on 9 DMD patients has shown
weak expression of human dystrophin in up to 6% of the myofibers following intra-
muscular injection of a plasmid containing the full-length dystrophin gene [14]. This
technique was safe, fast and easy to use, although it needs to be substantially improved, as
could be the case using electrotransfer to increase the incorporation of the plasmid into
more myofibers [15]. Moreover, this electrotransfer technique is already in clinical trials
[16].

In the present study, a lentivirus vector was used to introduce a dog micro-
dystrophin ¢cDNA into human and dystrophic dog MPCs. This vector was selected for its
property to integrate into the genome and to be able to carry a micro-dystrophin. The
genetically modified MPCs were transplanted into immunodeficient mouse muscles and
myofibers expressing the dog micro-dystrophin were observed. Moreover, the
electrotransfer of the same cDNA was tested with success in mouse and dog muscles.
Afterwards, we plan to introduce the micro-dystrophin into dystrophic dog muscles with

these two techniques.
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Results

In vitro expression of the dog micro-dystrophin

Since dystrophin is normally expressed in myotubes and muscle fibres but not in
MPCs, we have chosen to clone the dog micro-dystrophin cDNA (uDys) under the control
of a muscle creatine kinase (MCK) promoter in a lentiviral backbone. To track its
expression, this transgene was fused with the V5 tag (uDysV5). A puromycin resistance
gene was also included in the backbone in order to allow cell selection. This plasmid
(pLeMCK.uDysV5) (Fig. 1a) was first transduced in human MPCs (hMPCs) using the
packaging cell supernatant. Transduced cells were selected with two days exposure to
puromycin. Puromycin-resistant cells were proliferated to confluence and placed 3 days in
differentiation medium to form myotubes. Proteins were harvested from cells grown in
proliferation and differentiation media to verify that the transgene was only expressed in
myotubes and not in MPCs. A western blot with an antibody against the V5 tag was
performed to verify whether the pDysV5 protein was expressed in these cells. As expected,
only the cultures of transduced hMPCs in differentiation medium expressed the dog micro-

dystrophin (Fig. 1b).

Electrotransfer of the nDysVS5 plasmid into mouse muscles

In the aim to introduce the uDysVS5 transgene by electrotransfer in dog muscles, a
pilot study was first made in mouse muscles. A plasmid coding for green fluorescent
protein (pLeGFP) was initially injected into the 7ibialis anterior (TA) to determine the
efficiency of this method. Forty pg of pLeGFP were electrotransferred into the TAs of
immunodeficient (Rag-/-) mice (n =4). Two weeks later, the TAs were harvested and GFP
was detected in cryostat sections up to 40% in the best cases (Fig. 2a). After this proof of
principle, the pLeMCK.udysV5 (40 pg) was electrotransferred into Rag-/- mouse TAs
(n=8). Mice were sacrificed after two weeks and the TAs were analysed.
Immunofluorescence with an antibody recognizing the V5 tag was performed revealing
myofibers expressing V5, and thus the dog micro-dystrophin. In the best cases, up to 20%
of the muscle fibres expressed the transgene (Fig. 2b).
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LeMCK.uDysV5-transduced hMPCs grafted in mouse muscles

After this first positive in vivo result, hMPCs were transduced with the
LeMCK.nudysV5 lentivirus. Cells were selected with puromycin and 10° puromycin-
resistant hMPCs were transplanted in the TAs of Rag-/- mice (n = 8). Two days before, the
TAs of these mice were irradiated to inhibit the proliferation of the endogenous satellite
cells [17] and injected with 1 pg of cardiotoxin to damage the muscle [18]. One month after
the transplantation, the TAs were harvested and immuno-histochemical staining of V5 tag
was used to detect the expression of the dog uDys. Roughly 30 to 40% of the myofibers
expressed V5 and thus the dog micro-dystrophin (Figs. 3a-c¢). The myofibers expressing
this transgene, observed following the cell transplantation, were more abundant than those

observed following electrotransfer.

Influence of donor’s age in the success of dog MPC transplantation in
mice

Muscle biopsies from a young (3 month old) and a mature (3 years old) dog were
taken and their MPCs isolated and proliferated in vitro. Preliminary experiments showed
that dog myoblasts had a tendency to fuse at confluence as low as 50% (even in high serum
medium) and that their proliferation was not as good as that of hMPCs. The low
proliferation and early fusion were even more important when MPCs were obtained from
the older dog. Indeed, no myofiber expression of dog dystrophin was observed one month
after transplantation of non-dystrophic MPCs (n = 4) from the older donor in Rag-/- mouse
muscles (Fig. 4a) whereas transplantation of non-dystrophic MPCs (n = 4) from the young

donor showed many myofibers expressing dog dystrophin (Fig. 4b).

Immortalization and LeMCK.uDysVS transduction of dystrophic dog
MPCs

Since we initially had just biopsies from a two years old dystrophic dog, its MPCs
were transduced with lentivirus coding for Cyclin dependent kinase 4 (Cdk4) and
telomerase to immortalize them. After two months, several clones were obtained from these

immortalized dog MPCs, and some were selected for their high desmin expression and their
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capacity to fuse in vitro. Western blot against telomerase, Cdk4 and desmin were done to
confirm the two transductions and the myogenic potential of the transduced cells (Fig. 5a).
The 2G4 clone was discarded since no expression of Cdk4 nor desmin was detected. The
selected clones, 2C5, 5B7 and 5F10, were transduced with the LeMCK.udysV5 virus. As
these clones already contained a puromycin resistance gene (included in the telomerase
plasmid), puromycin selection of cells containing the MCK.udysVS5 transgene was not
possible. In consequence, the modified MPCs were transferred to a differentiation medium
to activate the MCK promoter and proteins were harvested to make a western blot to detect
V5 (Fig. 5b). The 2C5 clone expressed the dog micro-dystrophin while only a very weak
band was observed in the 5B7 clone and no expression was detected for the SF10 clone.

Thus, the 2C5 clone expressed the MCK.uDysVS5 transgene.

Transplantation of LeMCK.uDysV5-transduced dystrophic dog MPCs in
mice

The three clones transduced with the LeMCK.uDysV5 virus (5%10° cells each) were
transplanted into the TA of Rag-/- mice (n =4 for each clone) before obtaining the western
blot results for V5. In this case, the TAs did not receive irradiation nor cardiotoxin to be
closer to the clinical situation of cell transplantation. One month after the graft, the TAs
were harvested and immuno-histochemical staining for V5 was used to detect the
expression of dog uDysVS5 in cryostat sections of the grafted muscles. As expected, no V5
expression was detected in muscles grafted with the SF10 clone (Fig. 6a) nor with the 5B7
clone (Fig. 6b). Nevertheless, some myofibers expressing V5 were observed in muscles
grafted with the 2C5 clone (Fig. 6¢). Thus the transplantation of transduced dystrophic dog
MPCs with the LeMCK.udysVS5 virus allowed the expression of the dog micro-dystrophin

in myofibers of the grafted muscles.

Electrotransfer of the pLeMCK.udysVS5 into dog muscles
Finally, the pLeMCK.udysV5 was electrotransferred into dog muscles. Two
hundred pg of this plasmid were injected in the Brachialis anterior of three non-dystrophic

two years old dogs. Two weeks after the electrotransfer, myofibers expressing the
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transgenic dog micro-dystrophin were observed in cryosections of the three dogs using an
antibody against the V5 flag (Figs. 7a,c), but twice less myofibers expressed this transgene
than following electrotransfer into mouse muscles. To verify whether uDysV5 induced an
immune response in these animals, the muscle sections were stained with haematoxylin-
eosin. Accumulations of mononuclear cells with a lymphocyte aspect were observed in the
muscle sections. These lymphocyte accumulations co-localised (Figs. 7¢,d) or did not co-
localised (Figs. 7a,b) with myofibers expressing V5. An immuno-histochemical staining

for CD8+ confirmed that many of these cells were cytotoxic T-lymphocytes (Fig. 7e).
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Discussion

In this study, we have managed to introduce a truncated version of the dog
dystrophin with a lentiviral vector into human and dystrophic dog MPCs. We also obtained
the expression of the dog micro-dystrophin into mouse muscles following the
transplantation of these genetically modified MPCs. This potential therapeutic approach
consisting in the autotransplantation of the patient own cells after their genetic correction in
vitro is called “ex vivo gene therapy”. In the case of genetic myopathies, ex vivo gene
therapy has already shown promising results, using different techniques of gene
modification in human, mouse and monkey cells, grafted in mice and non-human primates
[11, 12, 19].

Our first experiment was to insert the dog micro-dystrophin cDNA into hMPCs. We
begin with these cells because they are easy to proliferate in culture. Since dystrophin is
usually only expressed in myotubes and muscle fibres but not in MPCs [20], we placed the
micro-dystrophin cDNA under the control of a MCK promoter [21] to obtain dystrophin
expression in physiological conditions. Using this promoter, the expression of the transgene
following cell transplantation is only induced when the genetically modified MPCs fused
with the host myofibers. Thus the expression of the dog micro-dystrophin was only
detected in the myotubes formed in culture by transduced MPCs using western blot and in
the muscles grafted with these cells by immunohistochemistry.

The V5 expression following transduced hMPC transplantation was more
pronounced than following the transplantation of transduced dystrophic dog MPCs. This
may be due to the lower proliferating capacity of the dog MPCs compared to human MPCs.
Moreover, MPCs isolated from a young dog had more proliferation and fusion capacities
than those from a mature dog. In some of our experiments, the transduced MPCs came
from a dystrophic dog that was two years old and had been previously transduced with a
telomerase and a Cdk4 lentivirus to increase their proliferation capacity [22]. Even if we
selected the best cell clones, their capacity to proliferate and to fuse was inferior to those
observed for MPCs derived from a 3 month old dog. It is also probable that the dystrophic
dog MPCs were close to senescence before or between the two transductions and

selections. The immortalisation induced by the transductions of the Cdk4 and telomerase
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genes did not restore the low fusion capacity of these cells compared to the fusion capacity
of MPCs isolated from a young dog. What is important, however, is that despite this
potential senescence/fusion problem, we obtained some expression of dog micro-
dystrophin after the graft of the MCK.udysV5-transduced dystrophic dog MPCs into mouse
muscles. For future experiments, biopsies from dystrophic dogs should be taken from
young dogs so that their proliferation and fusion capacity are better.

In addition to the experiments of ex vivo gene therapy, we also tested with success
the electrotransfer of the plasmid coding for the dog micro-dystrophin both in mouse and
dog muscles. However, our transgene was more expressed in the mouse muscles, probably
simply due to an easier and more effective electrotransfer technique in the small muscles
(i.e., mice) than bigger muscles (i.e., dogs). In addition, the electric parameters for
electrotransfer in smaller muscles are already well established whereas this is not the case
for large dog muscles.

This method combining the uses of electrotransfer and gene therapy has been used
in muscles, tumours and skin in large animals such as dogs, pigs, non-human primates and
is currently in clinical trials to treat different diseases [16, 23]. In particular, this technique
allows a long-term expression of a plasmid in skeletal muscles because muscle fibres are
post-mitotic. Compared to ex vivo gene therapy, this is a faster method since there is no
cellular culture and this may also be less immunogenic and safer since viral capsids are not
introduced in the patients [24]. Even if during the electrotransfer, some injected plasmids
may reach the blood circulation, the use of a muscle specific promoter will insure that
transgene expression is restricted to myofibers. In addition, the incorporation of naked
plasmids by myofibers, without electrotransfer, is very low. Despite the lower
electrotransfer efficiency in our experiments in comparison with the ex vivo gene therapy
results, electrotransfer remains a potential method to introduce dystrophin cDNA especially
in small muscles. This technique should be further improved in the future.

In our study, to detect the truncated dystrophin in the dogs, it was necessary to
distinguish it from the endogenous dystrophin. To do so, we used a V5 tag in fusion with
the protein. However, this tag may induce an immune response at long-term [12]. In our
electrotransfer experiment in dogs, a cellular infiltration, i.e. a sign of a specific immune

response, was observed in the regions expressing the transgene at two weeks. In the future,



81

we will extend our electrotransfer experiments in dystrophic dogs to verify whether the
specific immune response producing the rejection of the myofibers is due to the micro-
dystrophin itself or to the V5 tag. A specific immune response may also be induced by the
use of antibiotic resistance genes used to select the transduced cells; in our case, the
electrotransferred plasmid contained the uDysV5 and the puromycin resistance gene. In
fact, autologous grafts of dog MPCs genetically modified with a lentivirus, containing the
uDysV5 (see Fig. 8) or only the puromycin resistance gene (data not shown), induced a
specific immune response at the injection sites. This preliminary result suggests that the
puromycin resistance gene can induce an immune response by itself.

We expect that this immune problem will be absent in future experiments of
electrotransfer or ex vivo gene therapy in dystrophic dogs. For these experiments, the V5
tag and the puromycin resistance gene will be removed from the plasmid since we will be
able to detect the micro-dystrophin without needing a tag. Obviously, in this case the
percentage of revertant fibres will have to be taken into account. However, we cannot
exclude that an immune response against micro-dystrophin may appear. There were
contradictory results in previous experiments in dystrophic mice receiving transplantation
of syngeneic MPCs expressing normal dystrophin. One study reported the production of
antibodies reacting with dystrophin, but without inducing rejection at long-term [25].
Another study reported both antibody production and specific T lymphocyte reaction
against dystrophin, leading to rejection [26]. In DMD patients, anti-dystrophin antibodies
were also observed following non-dystrophic MPC grafts [27].

Recent studies using intramuscular injection of AAV2 and AAV6 vectors carrying
the canine micro-dystrophin ¢cDNA in dystrophic dogs showed good expression of
dystrophin, but a fast and strong immune response was observed against the capsid [9].
Using the AAVS vector, this immune response was delayed to eight weeks, however, this
delay will not insure a long-term micro-dystrophin expression if an immunosuppressive
treatment is not administrated [10]. Another team obtained good results using an AAV
carrying the canine micro-dystrophin without immunosuppression in mdx mice [28]. This
team also observed canine micro-dystrophin expression for over one year with either direct
intramuscular (AAVS8) or regional limb or systemic intravenous (both AAV9) injection [29,

30]. If the AAV vectors are administered systemically by intravascular injection, they will
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spread throughout the body reaching other organs than skeletal muscles [31]. In
consequence, if there is an immune response against the viral capsid spread in the whole
body, the risks of such a systemic immune response may be extremely severe. One study
has shown weak toxicity following in vivo AAV systemic administration, but unfortunately
the analyses were only done during three days [32]. With our ex vivo gene therapy
approach, we avoid the problem of immune reactions against the viral capsid since the cells
are genetically modified in vitro. The electrotransfer also avoid the immune response
against the viral capsid because a naked plasmid is injected. Keeping in mind the
considerations discussed above, it maybe possible to avoid immunosuppression with these
two methods. Toxicity, the need of immunosuppression and the spreading of the viral
particles are also problems observed following direct in vivo injections of adenovirus [33,
34] and for probably all viral vectors [35]. There is, however, currently no evidence in the
literature of these problems with the use of a lentivirus following ex vivo gene therapy. For
these reasons, the ex vivo gene therapy may be a safer method than the direct injection of
viral vectors to introduce a micro-dystrophin ¢cDNA into dystrophic muscles and,
eventually, into muscles of DMD patients.

In a clinical set-up with our two methods, the dystrophin cDNA must be under the
control of a muscle specific promoter to avoid toxicity due to dystrophin expression in
unfused MPCs or due to the dispersion of the plasmid to other organs. The absence of an
antibiotic-resistance gene in the plasmids will be needed to avoid immune reactions against
its product. However, since the random integration of the vector may induce tumorigenicity
[35], samples of the cells transduced with lentivirus should be tested in vitro and in vivo, as
previously done by our team for clinical trials of non-dystrophic MPC transplantation [36].

In conclusion, ex vivo gene therapy and plasmid electrotransfer must be improved to

be used as potential treatments of muscular dystrophies such as DMD.
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Material and methods

Animals

Rag-/- mice were provided by Charles River (Willington, MA). Non-dystrophic
dogs were provided by La ferme aux toits oranges (Neuville, Canada). All the experiments
made on these animals were approved by the Animal Protection Committee of Laval
University. The dystrophic dog came from a colony founded from one carrier female
donated by Dr. Kornegay. The genotypes of the wild-type dogs and the dystrophic dog in
pedigrees segregating Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD) were confirmed by
exon 7 specific genomic polymerase chain reaction followed by Sau96l digestion and
analyzed by restriction fragments length polymorphism as described [37]. The dystrophic
dog was housed at the Muscular Dystrophy Research Center (AADM/UNAERP, Brazil)
according the guidelines set by the Institutional Laboratory Animal Care Committee of the

University of Ribeirdo Preto.

Cell culture

293T cells were cultured in DMEM-HG (Gibco, Burlington, Canada) supplemented
with 10% fetal bovine serum (Invitrogen, Carlsbad, CA) and 1% penicillin-streptomycin
(Gibco). The hMPCs were obtained from a post-mortem muscle sample of a normal 13
month-old male. These cells were proliferated in MCBDI120 medium (Hyclone,
Mississauga, Canada) supplemented with 15% fetal bovine serum (Gibco), 1% penicillin-
streptomycin (Gibco), 10 pg/L of bFGF (Feldan, Quebec, Canada), 0.4 mg/L of
dexamethasone (Sigma, Oakville, Canada) and 5 mg/L of insulin (Sigma). To obtain the
activation of the MCK promoter, cells were cultured in differentiation medium [DMEM
(Gibco) supplemented with 2% fetal bovine serum (Invitrogen)]. The dystrophic dog MPCs
were isolated from a muscle biopsy of a two years old dystrophic animal. Non-dystrophic
dog MPCs were obtained from muscle biopsies of a 3 month old dog and a 3 years old dog.
Dystrophic and non-dystrophic dog MPCs were cultured in the same medium as the human

MPCs. All the cells were maintained at 37°C under 5% CO,.
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Lentiviral plasmid construction

Dog micro-dystrophin cDNA contained in an AAV vector [28] was amplified with
Turbo Pfu DNA polymerase with sense and reverse primers containing respectively at each
ends BamH]1 and Spel sites. Amplified product was purified from agarose gel and cloned
by fusion (BD in Fusion, Clontech, Mountain View, CA) in BamH1/Spel sites of lentiviral
vector L6/V5 (Invitrogen) in which Xhol site was eliminated by cutting with Spel/Xhol,
followed by Klenow (GE healthcare, Mississauga, Canada) and ligated with T4 DNA ligase
(NEB, Pickering, Canada). Moreover, blasticidin contained in the lentiviral plasmid L6/V5
has been substituted by a puromycin resistance gene between the sites of Smal/Kpnl in the
viral vector. The original CMV promoter has been also substituted by the MCK promoter
[38] making the final construct LeMCK.uDysV5 (Fig. 1a). Constructs used to immortalize
dog MPCs are described in reference [22]. Both cDNAs coding for telomerase and Cdk4
were cloned each in L6/V5 in which the original resistant gene blasticidin was respectively
substituted by puromycin and hygromycin. Finally, pLeGFP construct is the result of
cloning of eGFP ¢cDNA [39] cloned in L6/VS5 and expressed with a CMV promoter.

Virus production

Self-inactivating lentiviral vectors were produced with the third packaging system
[40] and the co-transfection method allowed their production as previously described [41].
Briefly, psPAX2, pMD2G and the vector plasmid were transfected in 293T cells using
CaCl, precipitation. The medium was removed 16 hr post-transfection and the supernatant
was harvested at 12, 24 and 36 hr. Average titers were around 10° TU/mL. Cells were
transduced with the lentivirus with a MOI of 100 in the presence of 8 ng/mL of polybrene.
The medium was removed after 12 hr. Cells transduced with a lentivirus coding for the
puromycin resistance or the hygromycin resistance gene were respectively selected during
2 days with the puromycin (Clontech) at 2 pg/mL or during 1 week with the hygromycin
(MultiCell Technologies, Woonsocket, RI) at 200 ug/mL, starting two days after the

transduction.



85

Cell transplantation in mice

For human cell transplantation, Rag-/- mice were y-ray irradiated (12Gy) at the leg
level to inhibit the proliferation of the recipient satellite cells, a condition that favours the
participation of grafted cells in recipient muscle regeneration [42]. Two days before the
graft, 1 pug of cardiotoxin (Sigma) was injected into the TAs to damage the muscle fibres
inducing a process of muscle regeneration to induce the fusion of the transplanted cells
[43]. For the transplantations of non-dystrophic and dystrophic dog MPCs, Rag-/- mice did
not receive cardiotoxin nor irradiation.

Ten intra-muscular injections were done for each MPC transplantation in the TA
muscle. A total of 10° cells (for human MPCs) or 5x10° cells (for dog MPCs) resuspended
in 8 uL of HBSS (Gibco) in the TA were injected in each muscle. The grafted TAs were
harvested one month after transplantation and were snap frozen in liquid nitrogen. Serial 12

um cryostat sections were obtained throughout the muscle.

Electrotransfer

Forty pg of the pLeMCK.uDysV5 were injected percutaneously at a final volume of
40 pL of Tyrode’s buffer 1X (Sigma) in the mouse muscle. A single longitudinal injection
was made into the TA and the “Electrode Electrolyte” cream (Teca Corporation,
Pleasantville, NY) was applied on the skin to favour the passage of the electric current
between the two metal plaques. The generator used in this experiment delivers square wave
pulses with the following parameters: 10 pulses of 200 V/cm, duration of 25 ms and delay
of 300 ms. The electrotransferred muscles were harvested two weeks after the experiment
and were processed as the cell-grafted muscles.

For dogs, 200 pg of the pLeMCK.uDysV5 were injected at a final volume of 200
uL of Tyrode’s buffer 1X (Sigma) into the Brachialis anterior. Two close injections of 100
uL were directly made into the muscle previously exposed by cutting the skin. Afterwards,
two needles separated by 4 mm were implanted around the plasmid injection area and the
electric pulses were applied. The electrical parameters for dogs were the same as for mice:
10 pulses of 200 V/cm, duration of 25 ms and delay of 300 ms. Suture points were placed

in the muscle to distinguish the area of electrotransfer. The electrotransferred regions were
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biopsied two weeks later and the biopsies were prepared similar to that of the mouse

muscles, except that the cryostat sections were 18 um thick.

Western blot and histological analysis

Proteins from MPCs or myotubes (3 days in differentiation medium) were extracted
by a methanol-chloroform technique to perform western blots. Thirty pug of proteins were
loaded per well. The V5 tag was detected with a mouse anti-V5 antibody (1:5000,
Invitrogen). The Cdk4 was detected with a rabbit anti-Cdk4 antibody (1:500, eBioscience,
San Diego, CA). The telomerase was detected with a rabbit anti-telomerase antibody
(1:500, Acris, Herford, Germany) and a goat anti-desmin antibody (1:200, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) was used to detect desmin.

Haematoxylin-eosin staining was used for a morphological analysis of the grafted
TAs. Immunohistochemistry to detect V5 was performed with a mouse anti-V5 antibody
(1:200, Invitrogen) and dog dystrophin was detected with a mouse anti-dystrophin antibody
MANDYS104 (1:8, CIND, Oswestry, UK), which reacts with dog but not mouse
dystrophin. To detect the presence of CD8+ cells, a rat anti-CD8 antibody (1:80, AbD
Serotec, Oxford, UK) was used. These primary antibodies were followed by incubation
with a biotinylated anti-mouse or anti-rat antibody (1:300, Dako, Mississauga, Canada) and
with the Streptavidin-Cy3 (1:300, Sigma). Afterwards, the sections were mounted in PBS-
glycerol (1:1).

GFP and histological analyses were observed under fluorescence using an Axiophot

microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany).
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Figure Legends

Figure 1.

In vitro experiments with the lentivirus coding for the dog micro-dystrophin fused
with a VS5 tag and for the puromycin resistance gene. (a) Schematic representation of the
pLeMCK.uDysV5. The dog micro-dystrophin (uDYS) is fused with the V5 tag and is
under the control of the MCK promoter. The puromycin resistance gene is under the
ubiquitous promoter SV40. (b) Western blot made with uninfected and infected hMPCs
cultured in proliferation or in fusion media. The V5 tag was detected only in infected cells

in fusion (150 kDa).

Figure 2.

Cross-sections of mouse muscles electrotransferred with the pLeGFP and
pLeMCK.uDysVS. (a) The electrotransfer of the pLeGFP induced the expression of GFP
in several myofibers. (b) The fluorescent immunodetection of V5 in a muscle
electrotransferred with the pLeMCK.uDysV5 shows several myofibers expressing V5 in
the typical subsarcolemmal location of dystrophin. Scale bar = 50 um. The cross-sections
represent the global result from the electrotransfer with n =4 for pLeGFP and n =8 for

pLeMCK.uDysVS5.

Figure 3.

Cross-sections of mouse muscles grafted with hMPCs transduced with the
pLeMCK.uDysVS5. The sections (a-c¢) of three different mice illustrate V5 expression in
several myofibers in the typical sarcolemmal location of dystrophin. Scale bar =50 pm.

The cross-sections represent the global result from the transplantation with n = 8.

Figure 4.

Cross-sections of mouse muscles grafted with dog MPCs. An antibody that recognizes
dog dystrophin but not mouse dystrophin was used in immuno-histochemistry. The
transplantation of mature dog MPCs (a) did not induce expression of dog dystrophin while

many fibres expressed dog dystrophin after the transplantation of young dog MPCs (b).
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Scale bar = 100 um. The cross-sections represent the global result from the transplantation

with n = 4 for each group.

Figure 5.

Western blots on immortalized dog MPC clones transduced with LeMCK.uDysVS. (a)
Western blots to detect telomerase, Cdk4 and desmin in uninfected dog MPCs (U) and 4
different clones infected with the telomerase and the Cdk4 viruses, namely 2C5, 2G4, 5B7
and 5F10. Telomerase, Cdk4 and desmin were detected only in clones 2C5, SB7 and 5F10.
(b) Western blot to detect V5 in the three clones selected for their expression of telomerase,
Cdk4 and desmin, transduced with the LeMCK.uDysVS5 virus and transferred in
differentiation medium. A clear expression of V5 was detected (150 kDa) in clone 2CS5, a
very weak expression of V5 was distinguished in the 5B7 clone and no V5 expression was

noticed in the SF10 clone. MW = Molecular Weight.

Figure 6.

Cross-sections of mouse muscles transplanted with the three immortalized dog MPC
clones infected with the LeMCK.uDysVS virus, treated for fluorescent
immunodetection of V5. No V5 tag was detected in muscles grafted with the 5SF10 (a) and
5B7 (b) clones. On the contrary, some myofibers expressed the V5 tag at the sarcolemmal
position in the muscles grafted with the 2C5 clone (¢). Scale bar =50 pm. The cross-

sections represent the global results from the transplantation with n = 4 for each group.

Figure 7.

Cross-sections of dog muscles electrotransferred with the pLeMCK.uDysVS. Two
regions (from two different muscles) are shown through serial sections respectively in a, b
and ¢, d, e. Fluorescent immunodetection of V5 shows the typical sarcolemmal location of
dystrophin in several myofibers (a,c). (b,d) The haematoxylin-eosin staining shows
infiltrates of mononuclear cells with the aspect of lymphocytes (arrowheads) in the
proximity of the V5-positive myofibers. (e) The fluorescent immunodetection of CD8+
cells shows that many cells in the mononuclear infiltrates are cytotoxic T lymphocytes. The
asterisks indicate the same myofibers through the sections. Scale bar = 150 um (a,b) and 75

um (c-e). The cross-sections represent the global results from the electrotransfer with n = 3.
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Figure 8.

Cross-sections of dog muscles transplanted with autologous MPCs expressing the
MCK.uDysVS5. (a,b) The haematoxylin-eosin staining shows infiltrates of mononuclear
cells one month after the transplantation of MPCs transduced with the LeMCK.uDysVS5.
(¢) Two months after the transplantation of these same cells, no mononuclear cells were
observed in haematoxylin-eosin staining in the grafted muscles. The cross-sections are

representative of the transplantations.
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Chapitre 8 : Electroporation de la dystrophine de chien
pleine longueur dans des muscles de souris et de chien
dystrophique

Christophe Pichavant, Pierre Chapdelaine, Daniel G. Cerri, Joao C.S. Bizario et Jacques P.

Tremblay

Contribution de chaque auteur :

J’ai effectué presque toutes les manipulations en lien avec cet article excepté ce qui suit.
Pierre Chapdelaine m’a aidé¢ a construire la dystrophine de chien pleine longueur, et Daniel
G. Cerri et Joao C.S. Bizario ont fourni le chien dystrophique. J’ai rédigé ce manuscrit sous

la supervision de Jacques P. Tremblay.

Résultats publiés dans le journal Human Gene Therapy, 2010
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Résumeé

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie génétique liée au
chromosome X caractérisée par 1’absence de dystrophine (427 kDa). Une approche pour
éventuellement restaurer cette protéine chez le patient DMD est d’introduire un plasmide
codant pour I’ADNc de la dystrophine dans ses muscles. Comme le phénotype du chien
dystrophique est plus proche de celui du patient DMD comparé¢ a celui de la souris mdx,
nous avons ¢étudié 1’électroporation du plasmide codant pour la dystrophine de chien pleine
longueur dans des muscles de chien dystrophique. Dans le but d’étudier cette méthode non
virale, le transgeéne fut placé dans deux plasmides différents : I’'un sous le controle d’un
promoteur ubiquitaire (CMV) et I'autre sous le contréle d’un promoteur spécifique au
muscle (MCK). Ces deux plasmides furent électroporés dans des muscles de souris
immunodéficientes avec succes. L’¢lectroporation du transgéne placé sous le promoteur
CMYV dans un muscle de chien dystrophique mena aussi a 1’expression de la dystrophine de
chien dans le muscle traité. En conclusion, I’introduction de la dystrophine de chien pleine
longueur par électroporation est une approche potentielle pour restaurer la dystrophine chez
le patient DMD. Cependant, cette méthode doit étre améliorée afin de pouvoir étre

applicable a ’Homme.
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Abstract

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is an X-linked genetic disease characterized by the
absence of dystrophin (427 kDa). An approach to eventually restore this protein in DMD
patients is to introduce a plasmid coding for dystrophin cDNA in their muscles. Since the
phenotype of the dystrophic dog is closer to the human phenotype than the mdx mouse, we
have studied the electrotransfer of a plasmid containing the full length dog dystrophin
(FLDYS40g) in dystrophic dog muscles. To achieve this non viral delivery, the FLDY Sy,
cDNA was cloned in two plasmids containing either a CMV or a MCK promoter. In both
cases, our results showed that the electrotransfer of these large plasmids (~17 kb) into
mouse muscles allowed the FLDYSy,, expression in the treated muscles. The
electrotransfer of pPCMV.FLDY Sy, in a dystrophic dog muscle led also to the expression of
dystrophin. In conclusion, the introduction of the full length dog dystrophin cDNA by
electrotransfer in dystrophic dog muscles is a potential approach to restore the dystrophin in
DMD patients. However, the electrotransfer procedure should be improved before applying

it to humans.
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Introduction

Muscular dystrophies are genetic diseases leading to muscle atrophy throughout the
body. One of the most severe forms is Duchenne muscular dystrophy (DMD), which is
characterized by the absence of dystrophin. This large protein of 427 kDa is encoded by a
14 kb mRNA (Hoffman et al., 1987). Dystrophin is needed for the mechanical stability of
muscle cells and its absence weakens the sarcolemma and thus makes myofibers less
resistant to physical stress (Campbell and Kahl, 1989; Ervasti and Campbell, 1991). The
introduction of dystrophin into dystrophic muscle fibres improves muscle resistance to
stress and thus reduces inflammation within the muscles (Wang et al., 2008). Since there is
less inflammation, there 1is less secondary muscle fibre damage, thus less
degeneration/regeneration cycles leading to satellite cell senescence and progressive
replacement of muscle tissue by fat and connective tissue. Therefore, the restoration of
dystrophin in dystrophic muscles would at least stabilise the muscular dystrophy
phenotype.

There are two genes, which could be used to stop the progression of DMD. The first
one is the full length dystrophin and the second one is a truncated version of this gene
called a micro or a mini-dystrophin. The possibility of using a truncated gene to treat DMD
originated from the observation of mild Becker muscular dystrophy patients (Beggs et al.,
1991). Indeed in Becker patients, there are different mutations in the dystrophin gene
leading to partially functional dystrophin. However, since the full length dystrophin
expression would provide a better stability to myofibers than the mini-dystrophin or the
micro-dystrophin (Harper et al., 2002; Banks et al., 2009), we have studied the introduction
of the full length dystrophin ¢cDNA into muscles. Good results have previously been
obtained with the delivery of the full length dystrophin with an adenoviral vector into
neonatal mdx mouse muscles (Gilbert et al., 2001). However, the same injection of this
virus into adult mdx mouse muscles is less effective. Moreover, adenovirus injection has
adverse effects, such as an immune response against the viral capsid and toxicity following
the dissemination of the virus throughout the body (Douglas, 2007).

An approach, to avoid this problem, is to directly inject a cDNA coding for the gene

of interest into muscles (Wolff et al., 1990). A clinical trial performed on nine DMD
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patients has shown the expression of human dystrophin in up to 6 % of the myofibers
following intra-muscular injection of a plasmid coding for human full length dystrophin
(Romero et al., 2004). This technique is safe, fast and easy to use, but needs to be
substantially improved. This could be done by using an electrotransfer technique to
increase the incorporation of the plasmid into more myofibers (Aihara and Miyazaki, 1998;
Mir et al., 1999). Indeed, it is difficult to introduce large plasmids such as those containing
dystrophin ¢cDNA in muscle fibres. Since the first clinical trial in 1991 (Mir et al., 1991),
this technique involving gene therapy and electrotransfer has proven its safety and
efficiency by introducing plasmids in several tissues such as skin, melanoma, etc (Favard et
al., 2007; Mir, 2008; Bodles-Brakhop et al., 2009). With this approach, human and mouse
full length dystrophin cDNA were introduced into mdx mouse muscles (Chapdelaine et al.,
2000; Vilquin ef al., 2001; Wells et al., 2008) but not yet in large animal.

Since there is no information about the use of the dog full length dystrophin and
since the dystrophic dog is the best model to study DMD pathology, a dog full length
dystrophin (FLDYS40g) cDNA was cloned into a plasmid to allow its electrotransfer into

muscles.
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Materials and Methods

Animals

Rag-/- mdx mice came from our own colony and C57BL/10SnJ mice were from
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). The normal beagle dog was provided by Marshall
BioResources (North Rose, NY). The dystrophic dog was born and housed at the Muscular
Dystrophy Research Center (AADM/UNAERP, Brazil) in accordance with the guidelines
set by the Institutional Laboratory Animal Care Committee of the University of Ribeirdo
Preto and arrived in our laboratory when it was two years old and was housed at Laval
university animal service. The Brazilian colony was founded from one carrier female
donated by Dr. Kornegay. The genotype analyses of the wild-type dogs and of the
dystrophic dog in pedigrees segregating Golden retriever muscular dystrophy were
previously described (Bartlett et al., 1996). All the experiments made on these animals

were approved by the Animal Protection Committee of Laval University.

Construct of the full length dog dystrophin plasmid

All the primers (Table 1) designed for the cloning of full length dystrophin were
deduced from the Canis [upus familiaris dystrophin mRNA (accession sequence
AF070485.1) submitted by Wilton’s laboratory in 1998. The dog RNA was extracted from
a biopsy of the Brachialis anterior muscle of a Beagle with Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
CA) and afterwards reverse transcribed with Superscript III (Invitrogen) using reverse
specific primers named GS 1, 2 and 3 (see Fig. 1A). The cDNA strands were transcribed
with these specific primers covering entirely the dystrophin mRNA (11 kb). The cloning
procedure of the full length dystrophin is summarized in Figure 1A showing the
amplification of 4 amplicons named A, B, C and D resulting from a nested PCR strategy.

A first round of PCR reactions was done with 2 pl of RT reaction for each
amplicon, different sets of primer (noted 1s and 1r, see Table 1) used at 0.5 uM each and
Phusion DNA Polymerase (NEB, Pickering, Canada) in Phusion HF buffer as
recommended by the manufacturer. Its thermal cycle program was at 98°C for 30 sec for

the initial denaturation step following by 25 (for the fragment B) or 30 cycles (for the
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fragments A, C and D) of denaturation (98°C, 10 sec), an annealing step (55°C, 30 sec) and
an extension during 72°C for 1 min (B) or 1 min 30 sec (A, C and D). The final extension
was at 72°C for 10 min and kept at 4°C. A second round of PCR was performed with 2 ul
of the first round of PCR with primers annotated 2s and 2r (Table 1) and 35 cycles of PCR
was performed as described for the first round PCR except for the 30 last annealing steps,
which were done at 60°C. At the end of the extension step, Taq DNA polymerase (NEB)
was added to the PCR medium and finally extended 10 minutes at 72°C.

The resulting amplicons A, B, C and D were cloned in TA cloning vector (pDrive,
Qiagen, Mississauga, Canada) after the gel extraction of the agarose bands as suggested by
the manufacturer. The sequential cloning of different amplicons were done in pCR3.1
EGFP vector (Chapdelaine et al., 2000) where EGFP was removed by cutting the vector
with Agel and Sall followed by a Klenow treatment and religation regenerating a single
Sall site in the cloning site. First, the fragment A coming from the pDrive containing this
fragment (pDrive-A) was digested with Sall/Pstl and ligated with T4 DNA ligase (NEB) in
pCR3.1, cut with the same restriction enzymes and transformed chemically in competent
DHS5[1 bacteria. The resulting pCR3.1-A was then cut with Pst/ and ligated to the fragment
B obtained from the digestion of pDrive-B with Pst/, the result of the ligation making
pCR3.1-AB. To find the clones with the correct orientation of Pst/-fragment B, an analysis
with different restriction enzymes and sequencing were necessary to confirm its good
orientation within the vector. As third cloning step, pCR3.1-AB was digested with HindlIl
(present only in Pstl-fragment B and not in the vector) and the fragment C present in the
pDrive-C was also digested with HindlIl. The ligation between the pCR3.1-AB vector and
the Hindlll-fragment C was performed and transformed in DH5[] bacteria making pCR3.1-
ABC bearing two sites Hindlll. As previously described, the orientation of the obtained
HindlIll-fragment C was necessary to establish its good orientation in the vector construct.
Finally, the last step consisted of the ligation of the pCR3.1-ABC digested with Kpnl and
the pDrive-D digested with Kpnl/Apal, making the final construct pCR3.1-ABCD
(FLDYS40g). Afterwards, it was transformed in competent Sure Cells (Stratagene, La Jolla,
CA). The FLDYS4o, Was driven by the CMV promoter present initially in pCR3.1 vector
containing also the bGH polyadenylation site at 3’end as shown in Figure 1A. This vector

was named pCMV.FLDY Sqog.



110

A second construct of FLDYS40s was done by simply replacing the CMV promoter
by the muscle creatine kinase (MCK) promoter (Jaynes et al., 1988) to obtain expression

only in myotubes or myofibers. This vector was named pMCK.FLDY Syq,.

Sequence analysis

Twenty primers, described in Table 2, were necessary to entirely sequence our 11
kb transgene. The obtained sequence is available on GenBank under the reference
GU137540. The lalign program was used to compare two sequence alignments using the

algorithm of Myers and Miller (Myers and Miller, 1988).

Cell culture

293T cells were cultured in DMEM-HG (Gibco, Burlington, Canada) supplemented
with 10% fetal bovine serum (Invitrogen) and 1% penicillin-streptomycin (Gibco). Normal
dog Muscle Precursor Cells (MPCs) came from muscle biopsies of a 3 month old dog.
These cells were proliferated in MCBD120 medium (Hyclone, Mississauga, Canada)
supplemented with 15% fetal bovine serum (Gibco), 1% penicillin-streptomycin (Gibco),
10 pg/L of bFGF (Feldan, Saint-Laurent, Canada), 0.4 mg/L of dexamethasone (Sigma,
Oakville, Canada) and 5 mg/L of insulin (Sigma). To obtain their differentiation in
myotubes, cells were cultured in differentiation medium [DMEM (Gibco) supplemented
with 2% fetal bovine serum (Invitrogen)]. All the cells were maintained at 37°C under 5%

CO,.

Plasmid transfection

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) was used as a transfection reagent to obtain the
expression of the pCMV.FLDY S0 in 293T cells. The transfection protocol was the one
recommended by the manufacturer. Briefly, 10 ug of plasmid in DMEM-HG was mixed
with 10 pL of Lipofectamine 2000 in 40 pL of Opti-MEM and added to 293T cells. For the

transfection control, the same amount of pPCMV.GFP was transfected in other 293T cells.
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Western blot

Proteins from differentiated normal dog MPCs (3 days in differentiation medium)
and from transfected 293T cells (2 days after the transfection) were extracted by a
methanol-chloroform technique to perform western blots. Twenty five ug of proteins were
loaded per well. The dog dystrophin was detected with a mouse anti-dystrophin antibody
MANHINGET1A (1:100, CIND, Oswestry, UK).

Electrotransfer

A single transcutaneous longitudinal injection of 40 pug of the pPCMV.GFP or the
FLDYS4og plasmid at a final volume of 40 uL of Tyrode’s buffer 1X (Sigma) was done in
the Tibialis anterior (TA) of Rag-/- mdx mice and the “Electrode Electrolyte” cream (Teca
Corporation, Pleasantville, NY) was applied on the skin to favour the passage of the
electric field between the two electrode plates. These plates were fitted on the skin of the
mouse TA (4 to 5 mm of separation between the plates) and the voltage was delivered. The
generator used in this experiment was a Grass S48 Stimulator (Astro-Med, West Warwick,
RI) and delivered square wave pulses. The parameters were 12 pulses of 180 V/cm
(approximately 80 to 90 V) of 25 ms duration spaced by 300 ms. The electrotransferred
muscles were harvested two weeks after the experiment and were snap-frozen in liquid
nitrogen. Serial 12 pm cryostat sections were obtained throughout the entire muscle.

For the dystrophic dog, 200 pg of the pCMV.FLDYS40, were injected at a final
volume of 200 pL of Tyrode’s buffer 1X (Sigma) into the Brachialis anterior. Two close
injections of 100 pL were directly made into the muscle previously exposed by cutting the
skin. Afterwards, two needles (27G, Hamilton, Reno, NV) separated by 4 mm were
implanted in the muscle at 1 cm deep around the plasmid injection area and 8 electric
pulses of 100 V were applied without moving the needles. The pulsations lasted 25 ms and
were spaced by 300 ms. For the negative control, 200 pL of Tyrode’s buffer 1X (Sigma)
were injected into the muscle. Suture points were placed in the muscle to distinguish the
areas of electrotransfer. The regions that were electrotransferred were biopsied two weeks
later and they were prepared as done for the mouse muscles, except that the cryostat

sections were 18 pm thick.


http://glennmorris.org.uk/datasheets/MANHINGE1A(6F11).doc
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Histological analysis

Haematoxylin-eosin staining was used for a morphological analysis of the
electrotransferred muscles. Immuno-histofluorescence to detect the dystrophin was
performed with a mouse anti-dystrophin antibody MANDYS104 (1:10, CIND), which
reacts on dog but not on mouse dystrophin. To detect the presence of dog CD8+ cells, a rat
anti-CD8 antibody (1:80, AbD Serotec, Oxford, UK) was used. Alpha-sarcoglycan was
revealed with a mouse anti-a-sarcoglycan antibody NCL-a-SARC (1:100, Novocastra,
Newcastle, UK). These primary antibodies were followed by an incubation with a
biotinylated anti-mouse or anti-rat antibody (1:300, Dako, Mississauga, Canada) and with
the Streptavidin-Cy3 (1:300, Sigma). Afterwards, the sections were mounted in PBS-
glycerol (1:1). GFP and histological analysis were observed under fluorescence using an

Axiophot microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany).
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Results

The full length dog dystrophin plasmid

The RNA was extracted from a muscle biopsy of a beagle dog and three cDNA
strands covering the full length dystrophin transcript were transcribed using three specific
reverse primers (GS1, 2 and 3) as shown in Figure 1A. The use of a nested PCR strategy
(Table 1 and Fig. 1A), as described in Materials and Methods, produced 4 amplicons (A, B,
C and D) containing at their extremities different restriction enzyme sites. These amplicons
were cloned consecutively in four steps into pCR3.1 vector according to their restriction
sites, resulting to the dog FLDYS4o. This transgene was driven by a CMV promoter
present in pCR3.1 vector. The resulting plasmid was named pCMV.FLDY S, (Fig. 1A).
The complete sequencing of FLDYSy,, plasmid was done using 20 primers (Table 2),
which were necessary to cover the sequence of the transgene.

The obtained nucleotide and amino acid sequences (accession number GU137540)
were then compared to the sequence submitted previously by the Wilton’s team (accession
number AF0704858.1). Our sequence had three nucleotides less than that of the Wilton’s
sequence — 11 040 vs 11 043 bp — and there were also 5 gaps and 28 nucleotide
substitutions between the two sequences (Supplementary Table 1 and also described in our
submission on GenBank). At the proteomic level, 23 amino acids were different and 15 of
them had the same properties (Supplementary Table 2). Furthermore, we have compared
our FLDYSq,, sequence with the predicted one (accession number XM_850502.1 derived
from the genomic sequence NW_879562.1). Even if this sequence lacked the 91 first
nucleotides compared to our sequence, we have just found 5 gaps and 4 nucleotide
substitutions (Supplementary Table 3); these differences were also present in our first

sequence comparison.

In vitro expression of dog dystrophin
To verify the expression of the FLDYS40, contained in the pCR3.1 vector, the
plasmid was transfected in 293T cells using Lipofectamine 2000. Two days later, proteins

were extracted and a western blot was done. The detection of dog dystrophin was
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performed with the use of a monoclonal antibody (MANHINGE1A) confirming that our
plasmid FLDYS4,, was able to express the full length dystrophin protein at the expected
size (~427 kDa) (Fig. 1B).

Electrotransfer in Rag-/- mdx mouse muscles

After this positive in vitro result, our plasmid was also transduced in mouse muscles
using the electrotransfer technique to allow a better penetration of the plasmids previously
injected in the muscle into fibres via an electric field. To set the best effective parameters
for the electrotransfer, 40 pg of the plasmid coding for green fluorescent protein
(pCMV.GFP) were electrotransferred into the TA of immunodeficient (Rag-/-) mdx mice
(n=6). Two weeks later, the TAs were harvested and GFP was detected in cryostat
sections (Fig. 2a). This method was thus efficient to introduce plasmids in muscles. Forty
ug of pPCMV.FLDY S4os was thus electrotransferred in 6 TAs of Rag-/- mdx mice (n = 6)
and these TAs were analysed two weeks later by immuno-histofluorescence with an
antibody recognizing the dystrophin (MANDYS104). The muscles electrotransferred with
the GFP plasmid, were used as a negative control for dystrophin expression. As expected,
no myofiber expressing the dystrophin was detected in the GFP electrotransferred muscles
(Fig. 2b), while 50 to 70 dystrophin positive myofibers were detected per cryosection in
muscles electrotransferred with the pCMV.FLDY Sy (Fig. 2¢ and d).

The FLDYSq,, expression was also tested under a muscle specific promoter: the
MCK promoter. The plasmid was obtained by replacing the CMV promoter with the MCK
promoter, giving the pMCK.FLDYS4,. Forty pg of this new plasmid were
electrotransferred into the TAs of Rag-/- mdx mice (n =4) and two weeks later, the TAs
were harvested. Immuno-histofluorescence with the MANDYS104 antibody was used to
detect myofibers expressing dystrophin (Fig. 2e and f). Between 25 and 40 myofibers
expressing this transgene per cryosection were observed following this electrotransfer. The
number of dystrophin-positive myofibers was thus lower with the MCK promoter than with

the CMV promoter.
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Restoration of a-sarcoglycan in electrotransferred mouse muscles

The dystrophin is normally associated with other proteins to form a complex: the
Dystrophin-associated Glycoprotein Complex (DGC) and the absence of dystrophin leads
to an instability of this complex (Ervasti ef al., 1990). To confirm whether the expression of
FLDYSq,, was associated with the restoration of the DGC, an immunohistofluorescence
against the a-sarcoglycan protein, one of its components, was performed on the mouse
muscles electrotransferred with the pCMV.FLDYSg4o. Rag-/- mdx mouse and non-
dystrophic mouse (C57BL/10SnJ) muscles were respectively used as negative (Fig. 3a) and
positive (Fig. 3b) control for a-sarcoglycan expression. As shown in Figure 3 lower panel,
the presence of FLDY Sqo, (Fig. 3¢) was co-localized with the expression of a-sarcoglycan
(Fig. 3d) on electrotransferred mouse muscles, proving that the introduction of FLDY Sy,

leads to the expression of a-sarcoglycan.

Electrotransfer in dystrophic dog muscles

After these positive results in mice, an electrotransfer experiment was done in the
dystrophic dog since it is the best model to study the DMD pathology. Two hundred pg of
pCMV.FLDY S0, were injected in the Brachialis anterior of a dystrophic dog (n = 1). The
electrotransferred region was biopsied two weeks later and myofibers expressing the
FLDY S4o; Were observed by immuno-histofluorescence in cryosections (Fig. 4a and d). Up
to 35 dystrophin positive fibres were counted per cryosection of this muscle whereas the
muscle electrotransferred with only the saline solution, i.e., used as negative control for the
experiment, did not present more than three dystrophin positive fibres per cryosection (Fig.
5a). To verify whether the plasmid expression can induce an immune response in the
dystrophic dog, the muscle sections were stained with haematoxylin-eosin. No cell
accumulation was detected in the muscle electrotransferred with the saline solution (Fig.
5b) nor in the non-electrotransferred muscle (data not shown). However, accumulations of
mononuclear cells with the morphology of lymphocytes were observed in the muscles
electrotransferred with FLDYSqo,. Indeed, the lymphocyte infiltration was co-localised
(Fig. 4b and c) or not (Fig. 4e and f) with the myofibers expressing the FLDY Sy, (Fig. 4a
and d). An immuno-histochemical staining of CD8+ confirmed that many cells in these

cellular accumulations were cytotoxic T-lymphocytes (Fig. 4).
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Discussion

When we looked for the sequence of dog dystrophin in databases, we first found a
sequence submitted in 1998 by the Wilton’s laboratory (accession number AF0704858.1),
another one accessible in 2008 (NM_001003343.1) and one predicted by an automated
computational analysis (XM 850502.1). The first two sequences were identical, thus these
two sequences could be put together in GenBank. Concerning the last sequence, it lacks
some nucleotides in N-terminal, which brings the first codon (ATG) to the position 279
instead of being further up in the sequence, compiling a sequence of only 10 674
nucleotides. The fact that our sequence of 11 040 bp is different from that of Wilton’s
group (i.e., 5 gaps and 28 nucleotide substitutions) may be due to two main reasons: first of
all, the dog strain used to obtain our dog dystrophin was a Beagle whereas they used a
Golden retriever. The second reason may be due to the progress in technology between the
time of their sequencing and ours (more than 10 years). Nevertheless, there is more than 99
% of homology between the previously published sequences and our sequence without the
presence of significant variations

The plasmid coding for our cloned full length dog dystrophin cDNA was shown to
be functional following the dystrophin detection by western blot in cells transfected with
this plasmid. This expression was also obtained in vivo after its introduction in mouse and
dystrophic dog muscles with a non viral gene therapy method, the DNA electrotransfer.
This technique allows to transfect all myofiber types (Fewell et al., 2001; Bertrand et al.,
2003)_and allows a long-term expression of a plasmid in skeletal muscles since myofibers
are post-mitotic. Compared to viral gene therapies, this is a faster method since no virus
production is required and may be as well less immunogenic and safer since no virus or
viral capsid is introduced into the body (Wang et al., 2007; Trollet et al., 2008; Ohshima et
al., 2009). Even if some plasmids injected during the electrotransfer may go into the
bloodstream, the use of a muscle specific promoter will insure that the transgene expression
is restricted to myofibers (Miranda et al., 1988); this can also be the case for virus
injections. However, the incorporation of naked plasmids by cells is very weak without the
use of electrotransfer, whereas a virus circulating in the blood can spread throughout the

body reaching other organs than muscles (Douglas, 2007; Zaiss and Muruve, 2008). This
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method combining electrotransfer and gene therapy has been used in muscles, tumours and
skin in large animal such as dogs, pigs, non-human primates, etc and is currently in clinical
trials to treat different diseases (Bodles-Brakhop et al., 2009).

Others efficient non viral gene therapies exist to introduce a plasmid into muscles.
The first one is the delivery of a plasmid by hydrodynamic limb vein injection, which was
initiated by the Wolff’s team (Hagstrom et al., 2004). Their most recent study using this
technique showed up to 20 % of dystrophin expression throughout the injected mdx
muscles (Zhang et al., 2009) but there is a lack of information about this procedure since it
is still recent. The use of minicircle plasmids seems to be also an interesting venue
(Mayrhofer et al., 2009). This approach allows to remove the bacterial backbone sequence
consisting of an antibiotic resistance gene, an origin of replication and inflammatory
sequences intrinsic to bacterial DNA gene, for an improved safety profile. In addition, the
size of the plasmid is reduced to increase the gene transfer efficiency. Another method
allowing a better plasmid dispersion is to fuse the transgene of interest with a peptide
containing a protein transduction domain (PTD) and a nuclear localization signal (NLS),
such as VP22 (Xiong et al., 2007) or TATk (Flinterman et al., 2009).

The GFP expression in the muscles electrotransferred with the pCMV.GFP was
more important than that of the dystrophin following the electrotransfer of the
pCMV.FLDYS4o. This was expected since the efficiency of plasmid transduction
decreases with its increasing size (Wells ef al., 2008). Indeed, the pPCMV .FLDY Sy, size is
almost three times superior to that of pCMV.GFP (17 kb vs 5.8 kb). The dystrophin
expression was twice more important in the mouse muscles electrotransferred with the
pCMV.FLDYS4o than those electrotransferred with the pMCK.FLDYS40e. Even if the
MCK promoter insures the transgene expression restricted to myofibers, it is less strong
than the CMV promoter (Fabre ef al., 2006), this can explain the difference of efficiency.
For the dystrophic dog, the dystrophin expression was less important in its
electrotransferred muscle than that observed in the mouse muscles electrotransferred with
the pPCMV.FLDYSq,, but its level of expression corresponds to the one obtained in the
mouse muscles electrotransferred when the transgene was under the control of the MCK
promoter. This difference of efficiency is probably simply due to an easier and more

effective electrotransfer technique in smaller muscles, such as those of mice, than in bigger
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muscles, such as those of dog. In addition, the electric parameters for electrotransfer in
smaller muscles are already well established, which is not the case for large dog muscles
(Jiao et al., 1992; Fewell et al., 2001; Fattori et al., 2005).

The restoration of the a-sarcoglycan, a protein of the DGC, was also verified in the
mouse muscles electrotransferred with the pCMV.FLDYS4o.. Indeed, the dystrophin
expression was correlated with the a-sarcoglycan expression. This shows that the
FLDY Sq, can bind to the DGC, restore this complex and thus be functional.

The electrotransfer of pCMV.FLDY S, in dog muscle led to the expression of
FLDYS4og but also to mononuclear cell infiltration. Dystrophin expression was either
observed alone (i), or colocalised with cytotoxic T-lymphocytes (ii). The presence of
cytotoxic T-lymphocytes without the expression of dystrophin was also observed (iii). The
observed infiltration can be due to either a non-specific immune response or a specific
immune response. Concerning the non-specific immune response, some signs of
inflammatory response may still be present in a muscle that has been electrotransferred two
weeks before. However, none of these signs was noticed in the muscle electrotransferred
with only the saline solution. Therefore, the observed infiltration is related to an adaptive
immune response. Indeed, it is as if we have managed to fix the sequence of events
corresponding to an immune response: the expression of an antigen (i), the infiltration of
cytotoxic cells near the muscle fibres expressing the antigen (ii) and the elimination of the
muscle fibres expressing this antigen (iii). The cause(s) of this specific immune response
remain(s) to be determined but it seems to be due to one or more components of the
plasmid. The first one is the FLDY S40s. There are contradictory results in dystrophic mouse
experiments receiving transplantation of syngeneic MPCs expressing normal dystrophin.
One study reported the production of antibodies reacting with dystrophin, but without
inducing rejection at long-term (Vilquin et al., 1995). Whereas another study reported both
antibody production and specific T-lymphocyte reaction against dystrophin, leading to
rejection (Ohtsuka et al., 1998). In DMD patients, anti-dystrophin antibodies were also
observed following normal MPC grafts (Roy et al., 1993). However, we recently observed
the same type of immune response in normal dog muscles electrotransferred with a dog
micro-dystrophin plasmid (Pichavant et al.). For this reason, it does not seem that the

dystrophin expression is the major cause of rejection in our case even if its expression can
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be part of it. Therefore, it seems that other components of the plasmid are more involved in
the observed immune response such as the antibiotic resistance gene or CpG sequence
motifs (Mayrhofer et al., 2009; Tolmachov, 2009).

In the dog experiment, a longer term study should thus be made to verify whether
there will still be an expression of dystrophin and to verify the absence or presence of
cellular infiltrations. Therefore, in the future, modifications of plasmid should be taken into
consideration to check the immunogenicity of plasmid components.

The first time that a restoration of full length dog dystrophin was observed in
dystrophic dogs was in 2006 by Cossu’s laboratory with an intra-arterial delivery of wild-
type dog mesoangioblasts. However, the treated dystrophic dogs needed
immunosuppression since allogenic mesoangioblasts were used (Sampaolesi et al., 2006).
Thus, we are the first ones to demonstrate a local restoration of the full length dog
dystrophin in dystrophic dog muscle by gene therapy, and more precisely by
electrotransfer, a method requiring neither cell nor virus and a possible alternative to viral
approaches for in vivo gene transfer. Since the phenotype of dystrophic dogs is the closest
to that of the DMD patient, plasmid electrotransfer could be a possible avenue to study the
function of the full length dystrophin in the dystrophic dog and a potential treatment for
muscular dystrophies such as DMD.

Although it seems that the full length dystrophin provides a better stability to
myofibers than the mini-dystrophin or the micro-dystrophin (Harper et al., 2002; Banks et
al., 2009), the fibre number expressing the FLDY Sy, following the electrotransfer was
lower than the electrotransfer of dog micro-dystrophin in dog muscle (Pichavant et al.),
2010). However, it remains to determine if it is better to have a high number of micro-
dystrophin positive fibres or a lower number of full length dystrophin positive fibres
regarding to the stability provided by these two transgenes to the myofibers.

To restore muscle strength and thus to correct the phenotype of the dystrophic dog,
the next step will be to improve the efficiency of the delivery method, such as the use of
minicircle or a protein transduction domain coupled with a nuclear localization signal
(PTD-NLS). This will also require a more detailed study of the electrotransfer parameters
to obtain a wider expression of the FLDY Sy, such as the use of a combination of low-

voltage and high-voltage pulses (Andre et al, 2008; Hojman et al., 2008). These
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parameters should be considered to study the introduction of the dystrophin in a complete

dog muscle.
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Figure Legend

FIG. 1. The full length dog dystrophin plasmid. (A) Schematic representation of the steps
of the cloning procedure of the FLDYS4o.. GS 1, 2 and 3 were reverse specific primers to
obtain the cDNA of the FLDYSy,, from the RNA. A, B, C and D corresponded to 4
amplicons resulting of nested PCR strategy where the primer sequence of each amplicon is
shown in Table 1. The plasmid used to clone the FLDYS4,, was a PCR3.1 vector, this
transgene was thus under the control of a CMV promoter and also linked to the bGH
polyadenylation site at 3’end. In addition, this plasmid contained antibiotic resistance genes
to the ampicillin and to the neomycin. The plasmid resulting of this cloning was named
pCMV.FLDY S, (B) Western blot anti-dystrophin made with FLDY Sy, transfected 293T
cells, GFP transfected 293T cells as negative control and normal dog muscle precursor cells
(MPCs) in differentiation as positive control. Dystrophin expression was thus found in

FLDY S0 transfected cells.

FIG. 2. Electrotransfer in Rag-/- mdx mouse muscles. (a) The electrotransfer of the
pCMV.GFP induced the expression of GFP in several myofibers. (b) No dystrophin
expression was detected following the immuno-histofluorescence for this protein in
muscles electrotransferred with the pPCMV.GFP. ¢,d and e,f are two different sections of
muscles electrotransferred respectively with pCMV.FLDYS4,, and pMCK.FLDY Sqo,.
These sections show several myofibers expressing dystrophin in its typical subsarcolemmal
location. Scale bar =350 pum. The cross-sections represent the global result from the
electrotransfer with n=6 for pCMV.GFP, n=6 for pCMV.FLDYS4,, and n=4 for
pPMCK.FLDY S .

FIG. 3. Co-localisation of the FLDYS4,, and oa-sarcoglycan in electrotransferred mouse
muscles. a and b are respectively two cryostat sections of a Rag-/- mdx and a C57BL/10SnJ
mouse muscle and correspond to the negative and positive control for a-sarcoglycan
expression. ¢ and d are two regions of a same mouse muscle electrotransferred with
pCMV.FLDY S0, and shown in serial sections. Immuno-histofluorescence of dystrophin

(c) is correlated with the a-sarcoglycan expression (d). The asterisks indicate the same
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dystrophin-positive myofibers throughout the sections. Scale bar =50 um. The cross-
sections represent the global result from the electrotransfer of pPCMV.FLDY S0 in mouse

muscles with n = 6.

FIG. 4. Electrotransfer of the pPCMV.FLDY S4,, into a dystrophic dog muscle. Two regions
of the electrotransferred muscle are shown in serial sections respectively in a-¢ and d-f.
(a,d) Dystrophin was detected in the muscle electrotransferred with the pCMV .FLDY Sqq,.
Infiltrations (arrowheads) of mononuclear cells, with lymphocyte morphology, were
observed by haematoxylin-eosin staining in the proximity of some dystrophin-positive
myofibers (b) but not in the proximity of other dystrophin-positive fibers (e). The immuno-
histofluorescence of CD8+ cells confirmed that many cells in these cell accumulations were
cytotoxic T-lymphocytes (c¢). The expression level of CD8+ cell detected in (f)
corresponded to the background of the dystrophic dog (data not shown). The asterisks
indicate the same dystrophin-positive myofibers through the sections. Scale bar = 50 pm.

The cross-sections represent the global results from the electrotransfer.

FIG. 5. Dystrophic dog muscle electrotransferred with the saline solution. Two
electrotransferred muscle regions are shown in serial sections a and b. (a) Presence of one
revertant (dystrophin positive) fibre detected in the muscle electrotransferred with the
saline solution. (b) Haematoxylin-eosin staining showed the general aspect of the dog
dystrophic muscle control. Scale bar = 100 pum. The cross-sections represent the global

aspect of the negative control of the electrotransfer in dystrophic dog muscle.
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Figure 5




Tables

Table 1 List and sequence of primers of the transcribed FLDY S .

Amplicon A, PCR size product: 3699 pb

GS1 (3839):
Als (-2009):
Alr (3769):
A2s (1)
A2r (3699)

5’ =CTTCTCCAAGTAGGACAATAACTC-3’
5’ ~AAACCTATTGGAGCACTTAAGTTG-3’
5’ -=GAGCCTGGTGCAGAGCCACTGCTAG-3"

5’ -GTTTAAACTTAAGCTTGTCGACGCGGCCGCCACCATGCTTTGGTGGGAAGAAGTAGAGG-3"

5’ =ACTGTGCTGGATATCTGCAGGTGGAGCCTGAGCTATGAC-3"

Amplicon B (Pstl) PCR size product: 1770 pb

GS2 (7530):
Bls (3495)
Blr (5367)
B2s (3541)
B2r (5310)

5’ -GCCTTCTGCTTGATGATCATCTCG-3’
5’ -GAAAGATCTGTCAGAGATGCATGAGTG-3"’
5’ -GTTAAACTGCTCCAATTCCTTCAAAG-3'
5’ -GAATACCTAGAGAGAGATTTCGAATAC-3"’
5’ -GAGAAATGGCTGCAAATCGATGGTTG-3"

Amplicon C (HindIII) PCR size product: 4221 pb

GS3(11620) :
Cls (3684)
Clr (8040)
C2s (3721)
C2r (7950)

5’ -ACAATTGCATAGACGTGTGAAACC-3’
5’ ~CAGGCTCCACCTGCAGCACAAGAG-3’
5’ -=CAGAGCAGCCTCTCGCTCACTCAATC-3"
5’ -GAACTTGACACTCTCACCACCAACTAC-3’
5’ -GTATCATCTGCAGAATAATCTCGGAG-3’

Amplicon D (Kpnl) PCR size product: 3676 pb

GS3 (11620
Dls (7342

D2s (7375
D2r (11040

) :

)
D1r(11490):

)

)

5’ -ACAATTGCATAGACGTGTGAAACC-3’

5’ -GAAACTGCCATCTCCAAACTAGAAATGCC-3’

5’ -CTCTTACTGTCTAATCCTCTTTGTTGTATG-3"

5’ =TCATTGCTGTTGGAGGTACCTGCACTGGCAGATTTCAACCGAGCTTG-3"
5’ =AGGGCCCTCACATTGTGTCCTCTCTCATTGG-3"

These primers were design from the predicted sequence of the dog dystrophin.
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Table 2: List and sequence of primers covering FLDY Sq,, plasmid construct and used for

the sequencing.

787 : 5’ -GGCAAATGGGCGGTAGGCGTG -3' (in CMV promoter)
958 : 5/ -TCAACATTGCCAAATATCAATTAG-3’ 599-623

959 : 5’ -GAAGTGCAGGAACAAATGAATCTC-3' 1258-1281

960 : 5’ -CAAAGTGAAGTGTTATCAAATCTTC-3' 1780-1804

961 : 5’ -AGCATCAAACAAGCCTCCGAACAAC-3' 2401-2425

962 : 5’ -CAATCAGAATTTGAAGAGATTGAG-3’ 3061-3084

963 : 5’ -CAGGCTCCACCTGCAGCACAAGAG-3’ 3685-3708

964 : 5’ -GACAAAGTGGATGCAGCTCAGATG-3' 4201-4224

965 : 5’ -AAAGAGATTGAGAAACAGAAGGTTC-3’ 4861-4885

966 : 5’ -TCACAGATGAGAGAAAGCGAGAGG-3' 5518-5542

967 : 5’ -AAGAACATAAAAGACAGCCTGCAAC-3' 6121-6145

968 : 5’ -GAACAAGTCAAGTTACTGGCAGAAG-3' 6757-6781

969 : 5/ -CTGTTGGAGGTACCTGCACTGGCAG-3' 7381-7405

970 : 5" -GTGAGCGAGAGGCTGCTCTGGAAG-3' 8015-8038

971 : 5’ -GACTGTACGAATATTTCTGACAGAG-3' 8583-8607

972 : 5’ -CCTCCCAGCACTTCCTTTCCACTTC-3" 9125-9149

973 : 5/ -CTCCTCCTGCATGACTCTATCCAG-3’ 9688-9711

974 : 5’ -CCTCAGCTTTCACACGATGATACTC-3" 10258-10282

975 : 5’ -GCCAAGGTGAATGGTACAACGGTG-3’ 10792-10815
1778 : 5’ -AGGGCCCTCACATTGTGTCCTCTCTCATTGG-3' (in PolyA)

These primers have been used directly in the sequencing of FLDY S40 plasmid.
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Conclusion

Chapitre 9 : Discussion / Conclusion

9.1 Thérapie génique ex vivo dans le cadre de la DMD

9.1.1 Inconvénients

Comme pour la thérapie cellulaire, la thérapie génique ex vivo est aussi confrontée aux
problémes de migration et de dispersion des cellules greffées ainsi qu’a leurs morts
précoces. La transplantation cellulaire de petits muscles et de muscles difficiles d’acces est

également compliquée.

En plus de ces problémes, il y a ceux liés a I’utilisation d’un vecteur viral [389]. Le fait
d’infecter les cellules peut amener des problémes de tumorigénicité. En effet, le transgéne
délivré par le vecteur viral peut s’insérer dans le génome et selon sa zone d’insertion, il
peut activer un oncogene ou mener a une mutagénése d’insertion. Ce phénomene est encore
plus important lorsqu’on utilise un lentivirus puisqu’il est intégratif. Cependant, avec la
thérapie génique ex vivo, on peut effectuer des tests in vitro et in vivo pour évaluer le
potentiel tumorigénique des cellules infectées avant de les transplanter chez le patient
[270]. Les tests in vitro consistent a faire proliférer les cellules sur agar mou [390] et les

tests in vivo a transplanter les cellules dans des souris immunodéficientes.

9.1.2 Avantages

La thérapie génique ex vivo consiste a modifier génétiquement des myoblastes de patients
DMD pour qu’ils expriment la dystrophine et a les transplanter par la suite dans les muscles
de ces patients. Dans ce cas, comme il s’agit d’une autotransplantation, le patient n’a pas

besoin d’étre sous immunosuppression.

Lorsqu’un vecteur viral est directement injecté dans un organisme, il y a dispersion des

particules virales au sein de cet organisme. Ces dernieéres peuvent étre reconnues par le
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systtme immunitaire et ainsi déclencher une réponse immunitaire contre les protéines
virales telles que celles de la capside ou de I’enveloppe. Dans le cas d’une thérapie ex vivo,
les cellules sont génétiquement modifiées in vitro évitant ainsi tout contact entre
I’organisme et le virus. De plus, elles peuvent étre testées in vitro et in vivo (voir section ci-

haut) avant toute transplantation chez le patient DMD.

Le vecteur lentiviral posséde aussi une grande capacité¢ d’infection des cellules humaines,

ceci en fait donc un vecteur de choix pour la transduction de myoblastes.

9.1.3 Nos résultats

Le lentivirus que nous avons mis au point contenait la cassette de la micro-dystrophine de
chien en fusion avec un tag V5 sous le controle d’un promoteur muscle spécifique (MCK).
Ce vecteur comportait aussi le géne de résistance a la puromycine sous le contréle d’un
promoteur ubiquitaire (SV40). Ce virus fut nommé Le. MCKpuDysV5.Puro. Le virus produit
pouvait infecter un grand nombre de cellules que ce soient les cellules 293T, les myoblastes
de chien ou les myoblastes humains et cela de manicre efficace. Notre taux d’infection
étant trés bon (supérieur a 90 %), nous n’avons méme pas eu besoin d’utiliser le géne de
sélection a la puromycine présent dans le vecteur. Nous avons par ailleurs remarqué
qu’effectuer une sélection de myoblastes avec un antibiotique n’est jamais trés profitable
puisque cet antibiotique posseéde quant méme une certaine toxicité pour les cellules

eucaryotes mé€me si ces dernieres comportent le dit gene de sélection.

Les myoblastes infectés avec le lentivirus n’ont jamais présenté de comportements
anormaux in vitro et in vivo. Les résultats obtenus avec la transplantation de myoblastes
humains infectés avec le lentivirus chez la souris immunodéficiente sont bien supérieurs
comparés a ceux obtenus suite a la transplantation des myoblastes de chien dystrophique
infectés. Cela étant probablement dii aux plus faibles capacités initiales de fusion des
myoblastes de chien adulte. En effet par la suite, nous avons obtenu de bien meilleurs
résultats de transplantation en greffant des myoblastes de chien issus de donneurs jeunes (3

mois) qu’avec ceux obtenus de donneurs plus agés (1 an et plus).
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Des transplantations autologues de myoblastes chez le chien dystrophique et non
dystrophique ont aussi été réalisées. Les cellules greffées étaient des myoblastes de chien
infectés avec le Le. MCKuDysV5.Puro ou infectés avec un lentivirus codant uniquement
pour le géne de résistance a la puromycine (Le.Puro). Un mois apres la transplantation de
ces cellules, nous avons été confrontés a un rejet spécifique dans les 2 groupes de cellules
injectées. Dans le cas des cellules infectées avec le Le.Puro, le rejet semble di au géne de
résistance a la puromycine. On ne peut néanmoins exclure la possibilit¢ d’un rejet di aux
protéines bovines présentent dans le milieu de culture ou di a la présence de particules
virales sur les cellules. Quant a la cause du rejet des cellules infectées avec le
Le.MCKuDysV5.Puro, les hypothéses sont multiples. Sachant que les chiens transplantés
n’étaient pas dystrophiques, un rejet dii a la micro-dystrophine est a exclure puisque ces
chiens exprimaient la dystrophine (qui inclut tous les antigénes présents dans la micro-
dystrophine). Cependant, on ne peut pas écarter une réponse immunitaire due au tag V5,
comme observée auparavant chez le singe [338], ou due au geéne de sélection a la

puromycine, comme ce fut probablement le cas pour les cellules infectées avec le Le.Puro.

9.2 Electroporation dans le cadre de la DMD

9.2.1 Inconvénients

Tout comme la thérapie cellulaire, il est difficile d’atteindre de petits muscles ou des
muscles difficiles d’acces avec 1’électroporation. Cette thérapie génique non virale est
aussi, souvent, bien moins performante que la thérapie génique virale. Méme si le
phénomene d’intégration est tres faible avec 1’¢électroporation, il faut garder a ’esprit que

cela pourrait tout de méme arriver.

Une inflammation ainsi qu’un dommage aux fibres musculaires, suite au courant électrique
delivré dans le muscle, surviennent au site de positionnement des é€lectrodes. Cependant,
ceux-ci se résorbent au fil des jours et en moins de 3 semaines, le muscle est entierement

régénére et plus aucune trace des effets secondaires de 1’¢lectroporation n’est visible [378].
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9.2.2 Avantages

Beaucoup de muscles sont tout de méme accessibles a 1’électroporation comme ceux de la
posture ou de la préhension de méme que le muscle cardiaque, bien que cela puisse sembler
surprenant [379]. Un gros avantage de cette thérapie génique est 1’absence de particule
virale. En effet, aucune protéine virale n’entre en contact avec un individu traité par
¢lectroporation. Cette technique est relativement simple puisqu’elle ne nécessite qu’une
bonne quantité de plasmides ; il n’y a aucune production de virus ou de culture cellulaire.
Cette méthode n’est également pas limitée quant a la taille du transgéne a délivrer ; elle est

cependant plus efficace avec de petits transgeénes.

9.2.3 Nos résultats

Deux de nos constructions ont été électroporées chez 1’animal. La premiére est le plasmide
codant pour MCKpuDysV5.Puro contenu dans le backbone lentiviral. Ce plasmide a été
¢lectroporé avec succes dans des muscles de souris immunodéficientes. Cependant, le
nombre de fibres exprimant ce transgeéne fut inférieur a celui obtenu via la thérapie génique
ex vivo. 1l est cependant difficile de comparer ces 2 méthodes car il existe beaucoup de
facteurs qui peuvent les influencer comme le nombre de cellules transplantées ou la
quantité¢ de plasmides injectée. L’expression de micro-dystrophine de chien fut aussi
observée chez le chien suite a 1électroporation du plasmide codant pour
MCKuDysV5.Puro. Néanmoins, dans les biopsies obtenues a deux semaines, certaines
cellules lymphocytaires furent localisées prés de fibres exprimant la micro-dystrophine.
Bien que le courant ¢électrique provoque une certaine inflammation au site
d’¢électroporation, on n’est pas censé y retrouvé ce type de cellules deux semaines apres. On
peut donc penser que le plasmide a induit une réponse immunitaire spécifique chez le
chien. Un peu comme pour le rejet observé avec la thérapie ex vivo, la micro-dystrophine
de chien ne semble pas en tant que telle immunogéne pour le chien non dystrophique. Dans
le cas de I’électroporation, la réponse immune ne peut étre due aux les protéines bovines et
aux particules virales puisque cette technique ne requiert aucune culture cellulaire ni
production de virus. La présence d’endotoxines suite a la production du plasmide pourrait

aussi étre mise en cause mais une purification sur chlorure de césium permet d’obtenir un
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plasmide d’une grande pureté. Il semble donc que les éléments immunogenes soient plus le
gene de résistance a la puromycine et le tag V5. Les motifs CpG pourraient aussi jouer un
role dans la réponse immunitaire observée [391]. En effet, puisque les plasmides sont
produits dans des bactéries, leurs motifs CpG ne sont pas méthylés. Ces derniers pouvant
activer le systéme immunitaire de 1’hdte via les cellules NK entre autres, les motifs CpG

présents sur un plasmide pourraient mener a un rejet de celui-ci.

Pour ce qui est de la dystrophine de chien pleine longueur, nous avons observé son
expression apres avoir €lectroporé le plasmide codant pour ce transgéne dans des muscles
de souris immunodéficientes et de chien dystrophique. La présence de cellules
immunitaires a aussi été mise en évidence chez le chien dystrophique électroporé, tout
comme lors de 1’électroporation du plasmide MCKuDysVS5.Puro chez le chien non
dystrophique. Bien que le plasmide contienne un géne de résistance a un antibiotique
pouvant induire une réponse immunitaire, il contenait aussi un autre transgene susceptible
de Dl’induire : la dystrophine. En effet, il existe différentes études sur le fait que la
dystrophine soit immunogéne pour la souris mdx ou le patient DMD. Bien qu’une premiere
¢tude ait montré la présence de dystrophine (durant au moins un an) suite a la greffe
syngénique de myoblastes non dystrophiques dans des muscles de souris mdx [392], cette
étude n’a jamais été reconfirmée par la suite. De méme que présentement dans le
laboratoire, ce type de greffe se fait sous immunosuppresseur. Concernant les patients
DMD, dés les premiers essais cliniques réalisés dans le début des années 1990, on montra
la présence d’anticorps contre la dystrophine suite a la transplantation de myoblastes (dans
des conditions d’immuno-histocomptabilit¢) [393]. Récemment, un essai clinique mené par
le Dr. Mendell mit aussi en évidence, chez des patients DMD, la présence de lymphocytes
T pouvant réagir contre certains épitopes de la dystrophine (absents de leurs fibres
révertantes) suite a I’injection d’un AAV codant pour la mini-dystrophine [394]. En plus du
gene de résistance a I’antibiotique et de I’ADNc codant pour la dystrophine de chien, les
motifs CpG présents dans le plasmide pourraient aussi jouer un rdle dans la réponse

immunitaire observée.
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9.3 Optimisation des méthodes utilisées

9.3.1 Thérapie génique ex vivo

La thérapie génique ex vivo est constituée de deux composantes : la thérapie cellulaire et la
thérapie génique. Son amélioration passe donc par 1’optimisation de ces deux thérapies.
Pour ce qui est de la thérapie cellulaire, nous avons déja vu qu’elle était limitée dans la
dispersion / fusion et dans la mort précoce des myoblastes greffés. Ces points peuvent étre
améliorés par 1’ajout de facteurs de croissance ou d’agents anti-apoptotiques comme vu
dans la partie traitant de ces problémes dans le chapitre sur la thérapie cellulaire.
Concernant le rejet immunitaire spécifique, il semble que la dystrophine soit considérée
comme un antigeéne du non-soi chez le patient DMD. En conséquence, méme si la
dystrophine serait introduite via une thérapie génique ex vivo dans leurs muscles, il faudrait
vraisemblablement que le patient soit sous traitement immunosuppresseur. Afin d’éviter
des intégrations aléatoires du lentivirus, certaines protéines permettent d’effectuer des
intégrations dans des sites spécifiques comme Rep78 par exemple [395]. Pour ce qui est des
genes de sélection aux antibiotiques, nous avons vu qu’en produisant un bon vecteur viral,
on était capable de s’en passer. De ce fait, en ne les incluant pas dans le vecteur viral, on
favoriserait ainsi I’efficacité de transduction du vecteur viral puisque la taille du transgéne

en serait réduite, tout en évitant une réponse immunitaire liée a sa présence.

9.3.2 Electroporation

Il y a deux points qui peuvent étre améliorés avec la technique de I’électroporation. Le
premier est les parametres de I’électroporation. En effet, selon le type d’électrodes et leurs
espacements, la durée des pulsations, leurs fréquences et leurs voltages, les effets sont
différents [396]. De plus, peu d’expérience d’électroporation dans de gros muscles ont été
faites. Il reste donc un travail important & faire au niveau des parameétres de

I’¢lectroporation pour améliorer ’efficacité de cette technique non virale.

L’autre élément pouvant étre optimisé est le plasmide en tant que tel. Plus la grosseur du
plasmide est petite, plus celui-ci rentrera facilement dans les fibres musculaires.

L’utilisation de « mini circles » pourrait étre alors intéressante. En effet, ces derniers sont
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seulement composés du promoteur, du transgene et de son signal de polyadénylation ; le
reste (origine de réplication, géne de résistance a un antibiotique...) étant enlevé. La taille
du plasmide étant rendue plus petite, son introduction dans le muscle par électroporation en
est facilitée. Afin d’obtenir une expression plus importante d’un transgene, celui-ci peut
aussi étre placé derriére un signal d’exportation/importation nucléaire tel que les PTD ou
les NLS tels que TATk [397]. Ces derniers permettent d’obtenir une diffusion plus grande

du plasmide a travers un tissu donné¢.

9.4 Conclusion générale

Nous avons vu que la thérapie génique ex vivo et I’électroporation sont des approches
intéressantes comme traitements potentiels dans le cadre de la maladie de Duchenne.
Cependant, il reste beaucoup de travail a effectuer avant d’en arriver la. Le modéle canin de
la DMD est un modéle animal intéressant puisqu’il se rapproche le plus du phénotype du
patient DMD. Nos expériences nous ont permis de mettre en évidence les difficultés liées a
nos approches dont la principale étant le possible rejet de la dystrophine par les patients
DMD. La prochaine étape est d’optimiser nos techniques, comme vu ci-haut, afin de
pouvoir améliorer 1’histologie des muscles des chiens dystrophiques traitées ainsi que
I’améliorer la résistance aux bris des muscles traités. Cependant, le fait que les patients
DMD ont de moins en moins de fibres musculaires et donc moins de myoblastes est un
obstacle pour les traitements basés sur la restauration de dystrophine dont font partie les

principales approches utilisées dans la DMD (dont les notres).

En effet, dans la thérapie cellulaire, on a besoin de myoblastes. Ces derniers peuvent
provenir directement du patient dans le but d’en restaurer la dystrophine par génie
génétique et de les lui retransplanter par la suite, ou alors provenir de donneur sain.
Cependant, il semble que dans ces deux cas, il soit nécessaire que le patient soit sous
immunosuppresseur avec tous les effets secondaires qui y sont reliés. De plus, avec I’age,
méme si on restaure la dystrophine, cela ne redonne pas au patient sa force d’antan.
Néanmoins, la thérapie génique ex vivo et 1’électroporation peuvent étre des approches
intéressantes pour améliorer la qualité de vie des patients en ciblant certains muscles de la

préhension pour qu’ils puissent s’alimenter seul ou se déplacer via leur fauteuil électrique
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plus aisément. Il faut tout de méme garder en téte que plus ils seront traités tot, plus les

effets des traitements seront bénéfiques.

Bien que cette maladie soit difficile, j’espere que la progression incessante des technologies
et que la ténacité des chercheurs permettront de trouver un traitement pour la dystrophie

musculaire de Duchenne. La route reste cependant encore longue et semée d’embiiches.
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