\\‘\\\\\\N\\\\\\\\\\\\\\\\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘V\‘VV\‘VVVV}

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR
ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Université Larbi Ben M'Hidi. Oum EI Bouaghi
Faculté des sciences exactes et sciences de la nature et de la vie
Département des sciences de la nature et de la vie

Thése

Présentée en vue de I’obtention du diplome de Doctorat en sciences
Option : Génétique des pathologies humaines

Présentée et soutenue par : M™ HAMDOUCHE NADIRA

Aspects cliniques et génotypiques des dystrophinopathies

""Duchenne de Boulogne et Becker'" dans I’Est Algérien

Soutenue le ; 11/02/2021

Président de jury :Pr. ARHAB Rabeh Univ. Oum EI Bouaghi
Directeur de thése : Pr.  SIFI Yamina Univ. Constantine 3.
Co-encadreur 1 Pr. Mahdi DJahida Univ. Oum EIl Bouaghi
Examinateurs : MCA. Benslama Wided Univ. Oum EI Bouaghi
Pr. Fekraoui Ab Seddik Univ. Consrantine 3
MCA. Boulefkhad Assia Univ. Constantine 3

ANNEE UNIVERSITAIRE : 2020-2021

e e G N
AN NN NN NN NN AN NN NN

A A el el el el el el el ol ol oV oVl oV oV oV ol el vl vl Vvl el ol Vel vl Vel el vl vl vl vl el vl el



Remerciements

Mes sincéres remerciements anticipés s adressent :

En premier lieu, je tiens d adresser mes plus vifs remerciements a ma directrice de thése,
Professeur Sifi yamina, pour m'avoir fait confiance malgré les connaissances plutét légéres
que j'avais. Un grand merci pour la qualité de votre encadrement, votre disponibilité, votre

bienveillance, votre soutien en toutes circonstances, vos conseils y compris dans des domaines
parfois trés éloignés de votre activité habituelle.

Jexprime toute ma gratitude a ma co directrice de thése, madame, la professeur Mahdi
Djahida. Ce travail n'aurait pas vu le jour sans ses conseils précieux, ses encouragements et
la confiance qu’elle m’a accordé. Je voudrais la remercier pour sa présence, son soutien sans

faille, sa disponibilité, de m’avoir guidé et de m’avoir fourni les meilleures conditions pour la
réalisation de ce travail.

En préambule, a monsieur le professeur Nourredine Abadi, directeur du laboratoire de
Génétique et Biologie Moléculaire de [université Constantine3, homme de sciences, exemple
de simplicité, de gentillesse, de générosité et de sympathie. Merci de m’avoir ouvert les portes

de votre laboratoire, pour me permettre la réalisation de ce travail. Vous avez donné a la
génétique, ses moments de gloire. Je serais bien ingrate si je ne vous exprimerai pas ma
reconnaissance et mon profond respect. C'est un honneur de travailler avec quelqu'un d aussi
passionné, compétent et droit que vous.

Un grand merci a madame la Professeur Sifi Rarima, pour ['intérét marqué avec lequel elle a
dirigé et suivi le déroulement pratique de ce travail, je vous remercie pour votre gentillesse,
votre écoute et vos précieux conseils.

Je tiens également a exprimer toute ma reconnaissance d et ma profonde gratitude au
Professeur Dalila Satta.

Je tiens a remercier les membres du jury qui ont accepté d évaluer mon Travail.
J'adresse mes plus sincéres remerciements au Professeur Arhab R, au docteur Benslama W et
au Docteur FeRraoui AS ainsi qu’au docteur BoulefRfirad A pour leur participation a ce
Jury. Trés chers professeurs merci pour tout, et j'espére avoir exprimé ici mon fidele
attachement et mon inaltérable gratitude.

Mes remerciements vont également a [ Association Algérienne contre les Myopathies et les
laboratoires GENPHARM, ce travail n'aurait pas vu le jour sans leur soutien financier.

Mes remerciements s'adressent aussi a Camilia Mosbah pour son aide indispensable a la
réalisation de ce travail et qui m’a apporté un soutien moral a ses suggestions et ses conseils
précieux montrant [intérét qu’elle portait a cette étude.



Je remercie chaleureusement tous les membres du laboratoire de Biochimie du CHUC et le
laboratoire de recherche « Biologie et génétique moléculaire », pour les inoubliables bons
moments et ['ambiance qui a été le bon compagnon de route au cours de la réalisation de ce
travail, en particulier mesdames Dadsi Yasmina, Boucherb Massouda et maya.



Dédicaces

A MA MERE, mon pilier, a qui je dois tout ce que je suis, merci d étre ce que tu es, par tes
encouragements, tes prieres, ta sagesse, tu as permis que ce travail s'accomplisse. Que Dieu te
préserve et t'accorde longue vie.

A MON PERE, la personne la plus chére a mon cceur, pour son amour, sa confiance, son
soutien moral et matériel durant toutes mes années d étude

Je dédie ce travail a, mon mari RIAD qui n’a cessé de m'encourager tout au long de ces
années, d étre a mes coté dans les moments les plus difficiles. Merci pour ta patience, ta
tolérance, ta présence et ton aide précieuse durant toute cette période d angoisse.

Je dédie ce travail a mes petits anges Mohammed loRmen et Saad, mes rayon sde soleil
qu’'Allah les bénissent. Puissent-t-ils étre toujours fier de leur maman.

A mes chéres et adorables sceurs Souad et Radia, ma vie sans vous ne vaut rien, jamais je ne

pourrais vous remercier de tout ce que vous avez fait pour moi, je vous aime. A mes neveux

et mes niéces : Abd el nour, Khadidja, mohammed el chafie, Batoul, Manassa, Abd elrahman
et A6d el rafour

A mes chers fréres Tahar, Ali et Abbes, je vous souhaite prospérité et succés. A leurs femmes
Ahlem et Kahina et leurs enfants Abd el raouf, Tasnim nour el yakin, A6d el ouadoud,

Chames, Nour

A toutes mes amies : Saida, Kamilia, Yasmina, Naima, Djalila, Wissem, Warda, Amel;
Abla, Adem et Aziz, je me rappellerai toujours de tous les bons moments que nous avions
partagés ensemble et qui resteront gravés dans ma mémoire.

Ces années de thése ont été riches en émotions et en rencontres, tant sur le plan professionnel
que personnel. Durant cette période, j ai rencontré des personnes formidables. Un grand
Merci. A tous ceux qui ont participé de prés ou de loin dans la réalisation de ce travail, et
que j aurais oublié de citer.

A tous ceux que j'aime et qui m’aiment, je dis : 9"181’61



LISTE DES FIGURES

Figure 1 Manifestation Musculaire chez les patients DMD 6
Figure 2 Biopsie musculaire d’un patient atteint de myopathie de Duchenne. 9
Figure 3 Etude de dystrophine & partir d’une biopsie musculaire par 10

immunofluorescence
Figure 4 Localisation du géne DMD sur le bras court du chromosome X 11
Figure 5 Représentions des exons du gene de la dystrophine et sites potentiels 12

d’épissage en vue d’une correction par saut d’exon
Figure 6 Schéma du gene DMD codant pour différentes isoformes 13
Figure 7 Schéma des domaines protéiques de Dp427 14
Figure 8 Domaines de liaison de la dystrophine 16
Figure 9 Coupe microscopique montrant les complexes glycoprotéiques de la 16

cellule musculaire
Figure 10 Exemple de mutations hors phase et en phase 19
Figure 11 Représentation du mécanisme du saut d’exon chez un patient DMD 22

ayant une délétion de 1’exon 50 permettant la restauration du cadre de

lecture et conduisant a une dystrophine incompléte et un phénotype

BMD
Figure 12 Reépartition des patients selon le phénotype. 36
Figure 13 Répartition des familles selon la consanguinité 37
Figure 14 Répartition des familles selon caractere familial ou sporadique 37
Figure 15 Répartition des cas selon 1’age du diagnostic 38
Figure 16 Répartition des cas selon I’4ge de premiers signes cliniques 38
Figure 17 Reépartition des patients selon les premiers signes cliniques 39
Figure 18 Reépartition des patients selon le développement psychomoteur. 39
Figure 19 Répartition des patients selon ’atteinte respiratoire et cardiaque 40
Figure 20 Répartition des patients selon les résultats de 1’examen neuroclinique. 41
Figure 21 Les signes associent observés chez nos patients 42
Figure 22 Répartition des patients selon 1’age de la perte de la marche 43
Figure 23 Répartitions des patients selon le résultat du dosage du CPK 44
Figure 24 Distribution des mutations chez nos patients 45
Figure 25 Identification des délétions dans le géne DMD par PCR multiplexe 48
Figure 26 Fréquence des délétions chez nos patients 48
Figure 27 Représentation schématique de type de délétions retrouvées chez nos 49

patients.




LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 Conditions d’amplification du gene DMD 31
Tableau 2 Répartition des patients selon le phénotype 36
Tableau 3 Répartition des patients selon les résultats de I’examen 41
neurologique.
Tableau 4 Fréquence des délétions du gene DMD chez les patients 45
Tableau 5 Les mutations ponctuelles identifient chez nos patients. 51
Tableau 6 Corrélation phénotype/génotype. 52
Tableau 7 Les mutations ponctuelles identifient chez nos patients. 58
Tableau 8 L'applicabilité du saut thérapeutique de I'exon 43, de I'exon 55, 63

de I'exon 46, de I'exon 51 et de I'exon 53 pour les patients atteints
de DMD avec mutation de délétion.




ABD
ABS
ADN
ADNCc
AON
ARNmM
BMD
CaMBSI
CG
CPK
CR

Ct

cVv
DAPC
DBD
DGC
DMD
DMSO
DO
DPM
DyB
ECG
EDTA
EFHl et 2
EFR
EMG
ESE
ESS

FDA

Les acronymes

Actin Binding Domain

Actin Binding Site

Acide Désoxyribonucléique

Acide Désoxy ribo nucléique complémentaire
Oligo Nucléotide Antisens

Acide RiboNucléique messager
Dystrophies Musculaires de Becker
Calmoduline Binding Site

Conciel Génétique

Créatine PhosphoKinase

Domain Riche en Cystéine

C- terminal

Capacité Vitale

Complexe Protéique Associe a la Dystrophine
Domain Binding Dystroglucane
Complexe Dystrophine-Glycoprotéines
Dystrophies Musculaires de Duchenne
Dimethyle Sulfoxyde

Densité Optique

développement psychomoteur
Dystrobrevines

Electrocardiogramme

Acide Ethyléne Diamine Tétraacétique.
EF-Hands

Exploration Fonctionnelle Respiratoire
Electromyographie

Exonic Splicing Enhancer

Exonic Splicing Silencer

Association fransaise de dystrophinopathies

VI



IEC

IHC
IMD
IRM
kb
kDa
LBD
LDH
MAPH
Mb
MLPA
NGF
nNNOs
NSG
Nt

OF
OMIM
pb
PCR
Pm
PMO
PTT
RT-PCR
SBS
SDS
SG

SH
SMA
SSCP
SSPN
SYN
TBE

Inhibiteurs de I’Enzyme de Conversion
In-frame

Immuno Histo Chimie

Intermédiaire Dystrophie Musculaire
Imagerie par Résonance Magnétique
kilobase

kiloDalton

Lipide Binding Domain

Lactate déshydrogénase

Multiplex amplification and Probe Hybridization
Megabase

Multiplex Ligation dependent Probe Amplification
Facteur de Croissance Nerveuse
neuronale Nitric Oxyde synthase
Séquencage de nouvelle génération
N-terminal

Out-of-Frame

Online Mendelian Inheritance in Man
paire de base

Polymerase Chain Reaction

Promoteur Musculaire

Oligo Morpholino Phophorodiamidate
Protein Truncation Test

Real Time-PCR

Site de liaison a la Syntrophine
Sodium Dodecyl Sulfate

Sarcoglucane

Src Homology Domains

Spinal Muscular Atrophy

Single Strand Conformation Polymorphism
Sarcospane

Syntrophine

Tris Buffered EDTA

Tris EDTA

VII



TE

TREAT-  Translational Research in Europe for the Assessment and Treatment

NMD of Neuromuscular Diseases
UMD Universal Mutation Database
Y4 Domain riche en Zinc

a-DG a- Dystroglucane

B-DG B- Dystroglucane

VIHI



TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS ET DEDICACES
LISTE DES FIGURES

LISTE DES TABLEAUX

LISTE DES ABREVIATIONS

INTRODUCTION
CHAPITRE | CADRE THEORIQUE

1. Rappel historique
2. Epidémiologie

3. Présentations cliniques

3.1 Dystrophie musculaire de Duchenne
3.1.1 Déficit moteur
3.1.2 Atteinte cardiaque
3.1.3 Atteinte respiratoire
3.1.4. Troubles cognitifs
3.1.5. Troubles digestifs
3.2 Forme intermédiaire de DMD
3.3 Dystrophie musculaire de Becker
4. Moyens diagnostiques
4.1. Dosages des creatinines phosphokinases
4.2. Electroneumyogramme
4.3. Biopsie musculaire
4.3.1. Immunohistochimie et Western blot
5.4 Diagnostic moléculaire
5.4.1. Recherche des grands remaniements
5.4.2. Recherche des mutations ponctuelles
5.4.3. Etude des transcrits

5. Gene DMD
5.1. Localisation et structure
5.2. Les transcrits

6. Protéine : dystrophine
6.1. Structure de la dystrophine
6.2. Interactions de la dystrophine : le complexe dystrphine — associated
glycoprotéines (DAG)
6.2. Roles de la dystrophine

7. mutations du géne DMD
8. Corrélation génotype/phénotype
9. Traitement actuel et essais thérapeutiques géniques dans la dystrophie de

IX

A%

Vi

o~

O© O 00O NNNNO O 0101

17

17
18
19



Duchenne de Boulogne et Becker

9.1 Translecture du codon stop
9.2 Saut d’exons par des oligonucléotides antisens

10. Conseil génétique et diagnostic prénatal

1.

10.1 Conseil génétique
10.2 Diagnostic prénatal

CHAPITRE Il PATIENTS ET METHODES

Type et période d’étude
1.1 Etude rétrospective
1.2 Etude prospective
1.2.1 Patients
1.2.1.1 Periode de I’etude
1.2.1.2 Description de la population de I’etude

2. Analyse clinique

2.1 Examen des cas index

2.2 Les antécedents familiaux

2.3 Les antécédents personnels

Examens complémentaires

3.1 Bilan Biologique

3.2 Electroneuromyographie ENMG

3.3 Biopsie Musculaire

3.4 Electrocardiogramme et Echographie du cceur

3.5 Les explorations fonctionnelles respiratoires

Analyse moléculaire

4.1 Stratégie de diagnostic adoptée

4.2 Prélévement sanguin

4.3 Extraction de I’ADN

4.4 Controdle qualitatif et quantification de I’ADN
4.4.1 Controle qualitatif
4.4.2 Contrble quatitatif

4.5 Amplification de I’ADN par PCR multiplex pour la recherche des macro
délétions du géne de la dystrophine

4.6 Recherche d’autres délétions et duplications par multiplex ligation-
dependant probe amplification (MLPA), PCR semi-quantitative et PCR
digital

4.7 Séquencage de nouvelle génération pour la recherche des mutations
ponctuelles.

4.8 Bases de données et confirmations des mutations du géne DMD

4.9 Analyses statistiques

CHAPITREE 111 RESULTATS

1. Analyse phénotypique des patients
2. Résultats clinique et généalogique

2-1 Consanguinité

20
20

22
22
23

24
24
24
24
24
25
25
25
26
26
26
26
27
27
27
27
27
27
28
29
29
29
30
30

32

33

34
34

36
37
37



2.2 Antécédents familiaux

2.3 Age du diagnostic

2.4 Age du premier signe clinique

2.5 Signes de début

2.6 Cardiomyopathie et atteinte respiratoire
2.7 Examens neurologiques

2.8 Age de la perte de la marche et déces
2.9 Corticothérapie

3. Résultats des examens complémentaires
3.1Taux de créatine phosphokinase (CPK)
3.2 L’électroneuromyogramme (ENMG)
3.3 Biopsie musculaire

4. Reésultats genétiques
4-1 Analyse des grandes délétions et duplications
4-2 Mutations ponctuelles
4-3 Nouvelles mutations
4-4 Corrélation génotype/phénotype

CHAPITRE IV DISCUSSION

1. Donnés phénotypiques
1.1 Donneés cliniques
1.2 Donnés para cliniques
2. Données genétiques
2.1 Les antécédents familiaux et consanguinité
2.2 Analyse des mutations
Correélations phénotype / génotype
4. Thérapie

w

CONCLUSION ET PERSPECTIVES
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
ANNEXES

RESUMES

Xl

37
38
38
39
39
40
43
43

43
43
44
44

44
45
49
50
51

53

53
53
55
S7
57
S7
60
62

64



Introduction Générale




INTRODUCTION

Depuis ’avénement de la génétique moléculaire, les génes des maladies héréditaires a

transmission mendélienne sont devenus accessibles. Ce nouvel éclairage a permis d’asseoir
les diagnostics sur une base objective, celle de 1’étiologie génétique.

Les dystrophinopathies représentées essentiellement par les dystrophies musculaires de

Duchenne de Boulogne (DMD) [OMIM 310200] et de Becker (BMD) [OMIM 300376],
constituent la cause la plus grave et la plus fréquente des myopathies de I’enfant de sexe
masculin (Monaco et al., 1986).

£a DMD est la forme sévére et la plus fréquente des myopathies de I’enfant avec une

absence compléte de la dystrophine secondaire a des mutations hors cadre de lecture ou out of
frame (OF) du géne de la dystrophine avec une incidence d'environ 1 sur 3600 a 5000
naissances males (Emery, 1991). Les patients atteints de DMD sont généralement
diagnostiqués a I'age de 5 ans, deviennent dépendants d'un fauteuil roulant avant I'age de 13
ans et meurent d'une insuffisance cardiaque ou respiratoire au cours de leur deuxieme ou
troisieme décennie de vie. La BMD, en revanche, a une incidence de 1/20 000 naissances
males, c'est la forme la plus bénigne d’évolution tardive et plus lente. Elle est secondaire a des
mutations qui maintiennent le cadre de lecture ou in-frame (IF) codant la synthése d’une
protéine raccourcie et partiellement fonctionnelle (Annexstad et al.,2019 ; Malhotra et
al.,1988).

Ces deux affections ont un tableau clinique similaire, caractérisé par des difficultés a

courir et @ monter les escaliers, des chutes fréquentes, un déficit musculaire predominant a la
racine des membres inférieurs avec une hypertrophie des mollets. Le signe de Gowers est
présent a partir de 1’age de 5 ans (Sifi, 2017).

Les DMD/BMD se transmettent sur le mode gonosomique récessif et sont consécutives a
des mutations affectant le géne de la dystrophine, localisé sur le bras court du chromosome X
en Xp21 (Koenig et al.,1988).

&n fait, le gene DMD est I'un des plus grands genes humains connus couvrant 2,5

Megabases (Mb) de séquence génomigue, contenant 79 exons dont la taille varie de 9 a 320
pb soit au total 11424 pb, avec des introns inhabituellement de taille élevée allant de 107 a
248000 pb (taille moyenne des introns 27 kb). Ce gene est transcrit en un ARNm de 14 kb
produisant une protéine de 427 kDa, composée de 3685 acides aminés appelée dystrophine
(Koenig et al.,1987 ; Koenig et al.,1988) impliquée dans 1’ancrage des protéines du

sarcolemme aux protéines cytosqueléttiques qui relient a travers la membrane cellulaire,

1
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I’intérieur de la fibre musculaire (cytosquelette) a 1’extérieur (matrice extracellulaire).
L’absence de la dystrophine déstabilise cette interaction et par conséquent fragilise la fibre
musculaire et sa membrane aboutissant a la dégénération musculaire (Gumerson et al.,
2011). La dystrophine stabilise le sarcolemme et protege les fibres musculaires des dommages
induits par la contraction musculaire. Il protege également de la dégénérescence et de la
nécrose musculaire progressive (Gumerson et al., 2011 ; Abdelhady et al., 2019).

Généralement, la majorité des mutations responsables des phénotypes DMD / BMD

correspondent & des délétions d'un ou de plusieurs exons (60-65%), des duplications dans
environ 5-10% et des mutations ponctuelles dans les 10-30% restants (Bladen et al.,2015 ;
Mohammed et al.,2018). Les délétions se trouvent préférentiellement dans deux régions du
gene, le hotspot majeur se situe entre les exons 45 a 55 (74%), et le hotspot mineur se situe
entre les exons 2 et 20 (15%) comme décrit par Tuffery-Giraud et al., (2009). Les
duplications sont rares. Elles sont retrouvées chez 13% des DMD et 6% BMD. Elles sont plus
fréguemment regroupées au début du gene (Takeshima et al., 2010).

@fin de détecter la plupart des mutations a l'origine de la DMD / BMD, diverses

techniques génétiques ont été développées. La plus utilisée est I'amplification multiplex de
sonde dépendante de la ligature (MLPA), qui est trés sensible et permet la détection des
délétions et des duplications de tous les exons du gene. En plus de la MLPA, la PCR
multiplex (mPCR) est également une technique efficace cependant, elle ne détecte que les
délétions (98%) et ne délimite pas leur étendue (Gatta et al., 2005 ; Wang et al., 2019).
Enfin, le séquencage de nouvelle génération (NGS pour Next Generation Sequencing) est
devenu un outil utile pour le diagnostic clinique car il fournit une recherche compléte de
mutations, des grandes délétions / duplications aux petites mutations, y compris les mutations
ponctuelles et les insertions / délétions courtes sur une seule plateforme (Wei et al., 2014).

Si I’expression clinique des dystrophinopathies et leur profil évolutif sont souvent
évocateurs, leur identification sur des bases moléculaires demeure indispensable a un
diagnostic précis et a une meilleure prise en charge (traitement, conseil génétique et
diagnostic prénatal).

@ucun traitement curatif n’est actuellement disponible, pour les dystrophinopathies,
mais grace a I’amélioration des connaissances du géne DMD et son produit, la dystrophine,

les premiers essais cliniques ont pu étre réalisés chez 1’étre humain en utilisant les techniques
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du saut d’exon ou de la translecture des codons stop (Bushby et al., 2014 ; Miskew et al.,
2016).

Dans notre pays ou ces affections sont relativement fréquentes du fait du taux élevé de

consanguinité, mettre au point et appliquer une démarche diagnostique fondée sur 1’étiologie
moléculaire serait d’une grande aide permettant de résoudre le probléme des polymorphismes
cliniques rencontrés dans les dystrophies musculaires progressives, affections fréquentes
d’évolution trés handicapante, constituant actuellement un probléme majeur de santé
publique.

£ objectif principal de notre travail est de rapporter les différents aspects cliniques et
moléculaires des patients présentant un phénotype de dystrophinopathies et de rechercher, en

vue de la grande hétérogénéité clinique et mutationnelle, les corrélations entre le phénotype et
le génotype.






CADRE THEORIQUE

1. Rappel historique
Plusieurs descriptions succinctes de pathologies ressemblant a la DMD furent
probablement rapportées des 1830 mais pas suffisamment detaillées sur le plan pathologique

pour conclure qu’elles relataient la DMD telle qu’on la connait aujourd’hui.

En 1851, Edward Meryon décrit le premier examen clinique et pathologique de DMD
dans un article sous le nom de « progressive muscular weakness ». Son premier patient était
issu d’une famille de dix enfants dont les quatre gargons présentaient une faiblesse musculaire
progressive. Meryon fut le premier a faire une autopsie sur un patient DMD et a examiner les

fibres musculaires au microscope (Meyron, 1851).

En 1868, le médecin et le physiologiste Guillaume-Ben-Jamin Armand Duchenne décrit
dans les Archives Générales de Médecine 1’origine musculaire de la maladie “paralysie
musculaire pseudo-hypertrophique”. 1l associa la pseudo-hypertrophie musculaire a 1’invasion
du tissu musculaire par du tissu conjonctif et adipeux (Duchenne, 1868). Il est le premier a
obtenir une biopsie musculaire faite sur un patient vivant grdce a son « emporte-piece
histologique ». Duchenne fut le premier a décrire les criteres de diagnostic cliniques de la
DMD :

« faiblesse musculaire au début de la maladie, généralement dans les membres inférieurs
* lordose et marche dandinante

« hypertrophie des muscles (second stade)

« aggravation progressive et généralisation de la maladie (troisieme stade)

« diminution ou absence de contractions musculaires aux stimuli électriques a un stade

avance).

En 1886, Richard Gowers signale la fréquence des cas familiaux par rapport aux cas
isolés et le mode de transmission maternelle. Il observe aussi que les garcons étaient plus
touchés par cette myopathie, et il décrit la facon de se relever du sol qui portera son nom
(Gowers, 1879).

En 1891, Erb précisa les signes histologiques et signale des patients DMD avec une
atteinte cognitive (Erb, 1891). Schapira découvre 1’¢élévation de 1’aldolase sérique et Ebashi

celle de la créatine phosphokinase serique est augmentée chez les patients souffrant de
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diverses dystrophies musculaires, en particulier la dystrophie musculaire de Duchenne
(DMD). (Schapira et al., 1953 ; Ebashi et al., 1959).

En 1955, Becker et Kienner distinguérent une forme tres proche de la dystrophie
musculaire de Duchenne mais moins séveére, appelé par la suite dystrophie musculaire de
Becker (BMD) de transmission également liée au sexe avec une incidence 10 fois moindre
que la DMD (Becker et Kienner, 1955).

En 1985, le gene responsable des dystrophinopathies fut localisé sur le chromosome X
(Kunkel et al., 1986) et son produit, la protéine dystrophine, fut identifiée en 1987 (Koenig,
1987 ; Hoffman et al., 1987).

2. Epidémiologie

L'incidence des dystrophinopathies est d'environ 1 naissance vivante de sexe masculin
sur 4000. La DMD est la plus fréquente et I’'une des plus graves des dystrophies musculaires.
Son incidence se situe aux alentours d’un cas pour 5000 naissances males (Aartsma-Rus et
al., 2016). L’incidence de la dystrophie musculaire de Becker (BMD), Son incidence
mondiale est d’un garcon atteint sur 20 000. (Aartsma-Rus et al., 2016)

Une revue de la littérature scientifique, publiée en juin 2020, a évalué la prévalence de la
myopathie de Duchenne dans le monde a 7,1 cas pour 100 000 hommes et de 2,8 cas pour
100 000 dans la population générale avec une prévalence a la naissance de 19,8 pour 100 000

naissances masculines vivantes (Crisafulli et al., 2020).
3. Présentation Clinique

3.1. Dystrophie musculaire de Duchenne de Boulogne (DMD)

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) résulte de 1’absence de dystrophine en
raison de mutations dans le géne DMD. La maladie débute classiquement entre 3 et 5 ans avec
une perte progressive de la force musculaire. Cette faiblesse musculaire proximale et
symétrique touche d’abord les membres inférieurs, avec des difficultés a se lever, a courir et a
monter les escaliers (Connolly et al., 2013). La faiblesse des muscles des cuisses et des
genoux explique la manceuvre de Gowers (figure 1: A). Le déficit moteur proximal, aux
membres inférieurs est responsable d’une hyperlordose et d’'une marche dandinant (figure 1 :
B). Une pseudohypertrophie des mollets est présente dans presque tous les cas (figurel : B).
Elle est habituellement observée entre 3 et 6 ans et est concomitante a la prolifération du tissu

conjonctif observé dans les biopsies musculaires. La perte de la marche survient entre 7 et 12
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ans, avec un age moyen entre 9 et 10 ans, 1’utilisation d’un fauteuil roulant est alors
nécessaire. Des rétractions musculo-tendineuses multiples apparaissent trés fréqguemment au
niveau des membres inférieurs. I'atteinte de la musculature axiale entraine des déformations
rachidiennes de type scoliose et cyphoscoliose (Brook et al., 1981). Le déces survient en
géneral a la fin de la premiére décennie ou au début de la seconde, par insuffisance

respiratoire et/ou cardiaque.

A B

Figure 1 : Manifestation Musculaire chez les patients DMD : A. Ensemble de postures décrites par
Gower, B. Gargon avec un phénotype DMD. Pseudohypertrophie des muscles du mollet, porte de la
pointe des orteils, bassin incliné vers l'avant avec hyperlordose, scoliose, ventre saillant dd a une faible
force musculaire abdominale, muscles de la cuisse et des fessiers fins et faibles et les épaules et les
mains qui sont tenues en arriére sont généralement observées ( Engel et al. 1994).

3.1.1. Déficit moteur

Chez ces enfants le déficit moteur est bilatéral, symétrique et prédomine en proximal,
il débute par les muscles des membres inférieurs et s’étend progressivement aux muscles du

tronc et des membres supérieurs (Sifi, 2017).
3.1.2. Atteinte cardiaque

L'atteinte cardiaque aboutissant a une cardiomyopathie dilatée avec insuffisance
cardiaque congestive ou arythmies ventriculaires reste un facteur clé de déces prematuré dans
la DMD. En général 40 % a 50 % des patients atteints de DMD décédant en conséquence
directe d'une atteinte cardiaque (Bourke et al., 2018). Elle est expliquée sur le plan

histologique, par le remplacement des cardiomyocytes, par du tissu conjonctif et fibreux qui
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touche d’abord le segment postéro-basal du ventricule gauche. Quatre-vingt-dix pour cent

(90%) des DMD présentent a 1’échocardiographie une cardiomyopathie dilatée (Hsu, 2010).
3.1.3. Atteinte respiratoire

L'insuffisance respiratoire au cours de la DMD est causée par une faiblisse musculaire
respiratoire progressive, en particulier le diaphragme, qui conduit a une maladie respiratoire
restrictive et a une charge supplémentaire sur le systeme respiratoire (Khirani et al., 2013).
L’atteinte respiratoire est la cause la plus fréquente de décés avant I’age de 20 ans chez 90%
des malades DMD. Elle est caractérisée par une diminution progressive des volumes
pulmonaires et notamment la capacité vitale (CV) (Mayer et al., 2015).

La fonction respiratoire évolue de fagcon normale pendant les dix premieres années de la
vie. Au cours de cette étape, la CV augmente avec la croissance somatique jusqu'a atteindre
un plateau. Ensuite 1’évolution reste constante aprés I’arrét de la marche et jusqu’a environ 16
ans. L’aggravation du déficit musculaire entraine une dégradation progressive de celle-ci

avec, en moyenne, une CV égale a 8.8 % /an (Chiou et al., 2017).
3.1.4. Troubles cognitifs

L’atteinte cognitive est fréquente (60 % des cas de DMD), prédominant sur les capacités
verbales ((Dubowitz, 1977 ; Desguerre, 2014). Elle est liée a I’absence ou a la diminution
des transcrits de la dystrophine dans le systéme nerveux central. Les patients DMD présentent

le plus souvent des troubles du spectre autistique et des troubles déficitaires de 1’attention
(Sifi, 2017).

3.1.5. Troubles digestifs

Le muscle lisse, présent dans la paroi du tube digestif, est également touché. Ce qui
entraine des troubles du transit intestinal (constipation, fécalome, voire occlusion intestinale).
L'atteinte des muscles de la gorge est inconstante et généralement trés tardive. Elle se traduit

par des troubles de la déglutition (Archer et al., 2013).
3.2. Forme intermédiaire de DMD

Cette Forme est considérée comme un phénotype intermédiaire entre la DMD et la BMD
(DMD légere ou BMD sévere) décrite par Emery (Emery, 1994), avec une dégradation
motrice plus lente. Les seuils de diagnostic clinique sont les patients qui sont ambulatoires

aprés I'age de 13 ans mais qui perdent leur capacité a marcher avant I'age de 16 ans (Sifi,
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2017). Les différentes atteintes décrites plus haut pour la DMD sont aussi observées dans

cette forme intermédiaire (Griggs et al., 1995).
3.3. Dystrophie musculaire de Becker

La dystrophie musculaire de Becker (BMD) a été décrite pour la premiere fois en 1955
par le médecin Allemand Emil Becker (Becker et Kiener, 1955). Sa prévalence est 10 fois
plus faible que celle de la myopathie de Duchenne (Bushby et al., 1991). Resulte de
I’expression d’une dystrophine plus faiblement et/ou sous une forme tronquée avec une
fonction altérée. Elle se différencie de la DMD par une atteinte clinique débutant apres 1’age
de 12 ans et une dépendance au fauteuil apres 16 ans. Certains patients BMD débutent leur
maladie apres 1’age de 30 ans et peuvent rester ambulant jusqu'a 1’age de 60 ans (Yazaki et
al., 1999). La topographie de I’atteinte musculaire des patients BMD est similaire dans sa
répartition a celle constatée dans la DMD, a la différence que 1’évolution est plus lente et
moins sévere. Chez les patients BMD, elle associe typiquement un déficit des ceintures, une
hypertrophie des mollets, des crampes, des myalgies et une cardiomyopathie dilatée. Certains

patients rester pauci-symptomatiques tout au long de leur vie (Maggot et al., 2015).
4. Moyens de diagnostiques

4.1. Dosages des créatinines phosphokinases (CPK)

La créatine phosphokinase est une enzyme que l'on trouve essentiellement dans les
muscles, et qui intervient dans la phosphrylation de la créatine, substance présente dans

I’organisme et jouant un réle dans la contraction musculaire.

L’¢lévation des CPK est tres précoce ; elle peut survenir en anténatal et s’observe avant
I’apparition des signes cliniques (Grounds et al., 2020). Avant méme 1’age de 5 ans, le taux
des CPK est toujours 50 a 200 fois la valeur normale chez le DMD (Bushby et al., 1999). Un
résultat normal de CPK ne constitue nullement un argument pour éliminer le diagnostic.
L’¢lévation des CPK permet d’évoquer le diagnostic de dystrophinopathies lorsqu’il s’agit

d’un cas atteint isolé, et quasiment de le confirmer chez les cas familiaux.
4.2. Electroneuromyogramme (ENMG)

L’ENMG est un examen qui permet d’évaluer 1’activité électrique des muscles lors d’une
contraction. Dans le cas de DMD/BMD, le tracé électromyographique oriente vers une

atteinte musculaire (tracé myogene)
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4.3. Biopsie musculaire

La biopsie musculaire est un élément essentiel de la démarche diagnostique de la
pathologie musculaire en général et des dystrophinopathie en particulier. Les muscles
habituellement prélevés sont le deltoide, le biceps brachial ou le quadriceps. Dans les
dystrophinopathies, 1’étude microscopique montre des anomalies dystrophiques caractérisées
par une grande variation de la taille des fibres, des fibres nécrotiques et des fibres
régénératives (Figure 2). L’évolution comporte une infiltration adipeuse du muscle et
I’apparition d’une fibrose extensive. Généralement les données histologiques sont en fonction

du stade évolutif de la maladie.

Figure 2. Biopsie musculaire d’un patient atteint de myopathie de Duchenne. Les fibres musculaires
dégénérées ou nécrotiques (fleches) sont souvent observées en clusters entourées par des macrophages
et des lymphocytes CD4+ (étoiles). De petites fibres immatures avec un noyau central sont présentes
(étoile double) (Deconinck 2007).

4. 3.1 Immunohistochimie (IHC) et Western blot (WB)

I1 est possible de visualiser la dystrophine au moyen de technique I’immunohistochimie
en utilisant des anticorps dirigés contre celle-ci. L’immunohistochimie se pratique sur des
coupes de muscles congelé, grace a different anticorps monoclonaux ou polyclonaux dirigés
contre les différents segments de la protéine. L’immunohistochimie permet d’établir la

présence, la localisation et dans certaines mesures, 1’abondance de la dystrophine (Figure 3).

Sur un muscle témoin normal, la dystrophine apparait sous forme d’un liseré fluorescent
contigu a la membrane plasmique. Chez le patient DMD, on note une absence totale ou quasi-
totale de la dystrophine du fait de 1’anomalie génétique qui conduit soit a I’absence de

production de la dystrophine, soit a la synthése d’une protéine trés instable (Arechavala et



CADRE THEORIQUE

al., 2010). Chez le patient BMD, il peut exister une diminution de la fluorescence et parfois

des images de discontinuité membranaire de I’expression de la dystrophine.

Figure 3. Etude de dystrophine a partir de la biopsie musculaire. Par immunofluorescence : marquage

avec un anticorps monoclonal ( NCL DYSL1, Novocastra)( Leturcq et Tuffery Giraud, 2015).

Le Western blot confirme le déficit en dystrophine observé en immunohistochimie, il précise
les anomalies de la dystrophine en termes de quantité et de taille dans les cas avec BMD, chez
qui la coloration fluorescence peut étre normale du sarcolemme sur IHC, dans ce cas le
western blot montre des bandes de quantité anormale ou de taille diminuée de dystrophine
(Naetal., 2013).

4.5. Diagnostic moléculaire

Le diagnostic génétique est obligatoire méme aprés une biopsie musculaire positive. Le
diagnostic moléculaire permet en plus de la confirmation définitive du diagnostic, d’établir
des corrélations phénotype/génotype, le conseil génétique, le diagnostic prénatal. Il permet
par ailleurs de stratifier les patients pour les essais cliniques de thérapies spécifiques a la

mutation.
4.5.1 Recherche des grands remaniements

La détection d'une délétion / duplication par PCR ou Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA) et I'hybridation de sonde amplifiable multiplex (MAPH)

constituent la premiere étape du diagnostic génétique (Suh et al., 2017).
4.5.2 Recherche des mutations ponctuelles

Le séquencage a haut débit, ou NGS (Next Generation Sequencing) est une nouvelle
stratégie efficace dans le diagnostic moléculaire des DMD/BMD. Elle permet d’identifier les
mutations ponctuelles, les petites insertions/délétions, mais aussi les défauts quantitatifs
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comme les cas de délétions exoniques partielles (Roucher Boulez et al., 2015 ; Liu et
al.,2018).

4.5.3 Etude des transcrits

Certaines variations sont indétectables méme par NGS, c’est le cas des mutations
introniques profondes. Par conséquent, I'analyse des transcrits (ARNmM) sera nécessaire chez
tous les patients négatifs apres analyse NGS. L’ARNm est transcrit en ADN complémentaire
(ADNCc) par RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction), puis séquencé par
la méthode Sanger. Cette technique permet de mettre en évidence les mutations ponctuelles
ayant une conséquence sur 1’épissage, aussi bien dans les régions de consensus d’épissage que

dans les zones profondes introniques (Roucher Boulez et al., 2015).

5. Legene DMD

5.1 Localisation et structure

D’une longueur de 2,5 Mb, le gene DMD est le plus long géne humain (100 fois plus
grand qu’un geéne humain moyen). Ce géne doit son nom a la maladie dont il est responsable

lorsqu’il est muté : DMD pour Dystrophie Musculaire de Duchenne (Montoni 2003).

Historiquement, c’est en 1886, William Richard Gowers constata que dans les familles
touchées par cette dystrophie, I’hérédité provenait du coté maternel, suggérant alors une
maladie génétique liée au chromosome X. Le géne DMD, quant a lui, a été découvert en 1987
par I’équipe du Pr. Kunkel en 1987 par génétique inverse (Hoffman et al., 1987). Ce gene
est porté par le chromosome X au niveau de la bande Xp21 (Figure 4). La sequence codante,
est composée de 79 exons, d’une taille de 100 pb en moyenne (Koening et al., 1987), separés
par des introns de taille variable, jusqu’a plus de 250 kb ( intron 44) (Mandel, 1989) ( Figure
5). Leur structure est trés complexe car il existe plusieurs promoteurs a 1’origine de cinq

isoformes principales avec également plusieurs épissages alternatifs (Figure 6).

£2bx

>
-
o

21bx
1'120X
£€' 100
2'92bx
£'Lobx

Figure 4. Localisation du géne DMD sur le bras court du chromosome X (Source : Genetics Home
Reference).
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Figure 5. Représentions des exons du géne de la dystrophine et sites potentiels d’épissage en vue
d’une correction par saut d’exon (Kaplan et al., 2008).

5.1 Les transcrits
Il existe une grande diversité des produits d’expression du géne DMD. Cette diversité est
due d’une part a un épissage alternatif, surtout dans la région 3’ du transcrit, et d’autre part a
un promotion alternative (Kaplan, 2008). Le géne DMD comporte en effet sept promoteurs
internes conduisant a I’expression de plusieurs produits, nommés en fonction de leur masse
moléculaire : Dp 427 (3isoforme), Dp 260, Dp 140, Dp 116 et Dp 71 (Nouioua, 2013) (figure
6).
e La Dp260 est principalement exprimée dans la rétine, le cerveau et le muscle
cardiaque (D'Souza et al., 1995).
e La Dpl40 est principalement exprimée dans le cerveau et le rein (Lidov and Kunkel,
1997).
e La Dpl16 est exprimée dans les cellules de Schwann et est spécifique du systéme
nerveux périphérique (Byers et al., 1993).
e La Dp71 est exprimée dans la plupart des tissus de 1’organisme, sauf dans le muscle
squelettique (Ahn and Kunkel 1995).
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Figure 6. Schéma du géne DMD codant pour différentes isoformes (A) Les fleches indiquent la
position des promoteurs les mieux décrits le long du géene DMD et les barres noires celle des exons ;
(B) Représentation des isoformes les plus décrites (Nouioua, 2013).

6. La protéine : dystrophine

6.1 Structure
C’est le transcrit le plus long du géne DMD. 1l existe trois promoteurs différents pour
I’isoforme Dp427 avec un premier exon unique. Ils sont exprimés selon le type cellulaire :
Dp427B dans le cerveau, Dp427M dans le muscle et DP427P dans les cellules de Purkinje. Il
a également été décrit un autre promoteur noté Dp427L, situé a 500Kb en amont de Dp427M,

dans les cellules lymphoblastoides (Nishio et al., 1994).

La dystrophine est une grande protéine en forme de batonnet, ayant un poids moléculaire
de 427 kDa et comprenant 3685 acides aminés (AA) (Koenig et al., 1988). L’analyse de la
structure primaire de la dystrophine permet de distinguer quatre domaines structuraux
distincts : le domaine N-terminal (Nt) [AA 14-240], le grand “rod domain" central de type
triple hélice “spectrine-like* [AA 253-3040], le domaine riche en cystéine (CR) [AA 3080-

13
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3360] et le domaine C-terminal (Ct) [AA 3361-3685] (Figure 7). La dystrophine posséde une

grande analogie structurale avec I’a actine et la B spectrine (Ervasi et al., 1991).

ABD Rod domain Cysrich  Cterm
& L(__)

> ¢ 4 \ S—
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Figure 7. Schéma des domaines protéiques de Dp427 (Nouioua, 2013).

% Domaine amino-terminal
Encore appelé, domaine N-terminal présente une premiére séquence AA spécifique, compose
d’environ 240 AA et codée par les exons 1 a 8 et possede des homologies de séquence avec la
région de I’a-actinine 131 et de la B-spectrine qui ont la capacité de se lier a I’actine (ABD1,
actin binding domain 1). Il contient trois sous-unités notées : ABS1, 2 et 3 (pour Actin Binding
Site), qui sont capables de se fixer a 1’actine du cytosquelette membranaire. Le domaine N-
terminal contient également deux sites d’interaction avec la calmoduline notés : CaMBS1 et 2
(pour Calmodulin Binding Site) (Keep, 2000 ; Rybakova et al., 2000).
% Domaine central
Egalement appelé Rod Domain, constitue le corps de la dystrophine. D’une longueur de 125
a 175 nm codé par les exons 10 a 61, il représente 76% de la séquence en acides aminés de la
dystrophine est composé de 2840 acides aminés répartis en 24 motifs répétés d’environ 109
résidus, homologues a la spectrine (R1 a R24). 1l contient également quatre zones charniéres
(hinges : H1 a H4) riches en résidus prolines, qui conferent sa flexibilité & la dystrophine
(Belanto et al. 2014).
% Le domaine riche en cystéine
Est codée des exons 63 a 69, comprend 280 acides aminés dont 15 cystéines et s’étend des
acides aminés 3361 a 3685. Il comprend deux modules (EF-Hands : EFH1 et 2) encadrés par
deux modules WW et ZZ. Les EFH1 et 2 sont des sites potentiels de fixation au calcium et
le ZZ est un site de fixation au zinc (domaine ZZ). L’ensemble de ces trois domaines permet
a la dystrophine de se lier au B-dystroglycane du sarcolemme (Hnia, 2007 ; Constantin,
2014).
% Domaine Carboxy-terminal
Le domaine C-terminal appelé également le domaine coiled-coil se compose des 325 derniers
acides aminés et contient le site de liaison aux protéines cytoplasmiques sous-

sarcolemmales dystrobrévines et syntrophines (Newey et al., 2000). Il interagit également
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avec le sarcolemme par I’intermédiaire du B dystroglycane, une glycoprotéine associée a la
dystrophine.
6.2 Interactions de la dystrophine
La dystrophine est localisée a la face interne de la fibre musculaire squelettique et
possede de nombreux partenaires identifiés. Elle peut étre considérée comme une plateforme
d’interactions. Elle interagit aussi bien avec les protéines du cytoplasme qu’avec celles de la
membrane, établissant ainsi un lien structural entre ’actine du cytosquelette et la matrice

extra cellulaire a travers le sarcoleme (Figure 8) :

» interaction avec [’actine-F : La dystrophine interagit avec 1’actine au niveau de deux sites
de fixation. Le premier site « Actin Binding Domain » (ABD1) dans la région N-
terminale (Le Gardinier et al., 2009). Le deuxieme site ABD2, est situé au milieu du
domaine central, via les répétitions R11 a R15 (Le Gardinier et al.,2009 ; Dominique et
al., 2020).

> interaction avec nNOS : Dans les cellules musculaires, les synthétases de 1’oxyde nitrique
neuronale (NNOS) est impliquée dans I'interaction avec la dystrophine via les répétitions
R16 et R17 et plus particulierement la région « linker » entre les deux répétitions.

> interaction avec les microtubules : Les interactions dystrophine/microtubule se font par
I’intermédiaire des répétitions R20-23 avec une affinite plutot élevee.

» complexe dystrophine et glycoprotéines associees (DGC): la dystrophine est accolée a la
membrane par ’intermédiaire d’un complexe membranaire constitué de plusieurs
glycoprotéines, constituant le complexe dystrophine-glycoprotéines ou DGC (Dystrophin
Glycoprotein Complex) (Figure 8) (Ervasti et al ., 2007). Ce complexe inclut I’a et le -
dystroglycane, 1’a-dystrobrévine, la syntrophine, la famille des sarcoglycanes (a-, f -, d-
et y) et finalement le sarcospane. C’est le domaine C-terminale et le domaine riche en
cystéine de la dystrophine qui sont impliqués dans la liaison aux protéines du DGC
(Dowling et al.,2019).

> interaction avec les lipides membranaires
Legardinier et al, ont montré que les répétitions R1 a R3 et les répétitions R4 a R19 du
domaine central de la dystrophine possedent une force affinité pour des phospholipides
anioniques (Figure 39). Ainsi, deux domaines de liaisons aux phospholipides ont été
définis, LBD1 et LBD2 (« Lipid Binding Domains 1 et 2 ») (Legardinier et al.,2009)
(Figures 8). Récemment Zhao et al. ont identifi¢ qu’uniquement R1-3 et R10-12 étaient

des domaines de liaisons aux lipides membranaires (Zhao et al., 2016).
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Figure 8. Représentation schématique de 1’organisation de la dystrophine et des interactions avec ses
partenaires majeurs. A : H1-4, charniéres (« hinges »); ABD, domaine de liaison a ’actine ; LBD :
domaine de liaison aux lipides. nNOS : domaine de liaison a la synthase neuronale de 1’oxide nitrique
MT : domaine de liaison au microtubule, DGC : domaine de liaison au complexe dystrophine et
glycoprotéines associées. (Le Rumeur, 2015), Le diagramme B fournit des informations
supplémentaires sur les interactions directes avec les protéines de liaison a la dystrophine, telles que le
B-dystroglycane (B-DG), I'oxyde nitrique synthase neuronal (nNOS), les syntrophines (SYN) et les
dystrobrevines (DYB). Les protéines associées indirectement appartenant au complexe noyau
dystrophine-glycoprotéine sont également marquées, notamment l'a-dystroglycane (a-DG), les
sarcoglycanes (SG), le sarcospan (SSPN), la laminine et I'actine corticale (Dowling et al., 2019).
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Figure 9. Représentation schématique de la dystrophine dans le contexte cellulaire avec ses
partenaires. Syn, syntrophine ; SSPN, sarcospane ; ABD, domaine de liaison a I’actine ;DBD, domaine
de liaison au dystroglycane ; SBS, site de liaison a la syntrophine (Allen et al., 2016).
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6.3 Roles de la Dystrophine

La dystrophine est un composant clé, du complexe protéique associé a la dystrophine
(DAG pour dystrophine associated glycoprotéine) qui est composé de plusieurs protéines
difféerentes et agit comme un lien entre le cytosquelette intercellulaire et la matrice
extracellulaire. Ce complexe protéique participe également au maintien de I’intégrité
structural et la stabilité de la fibre musculaire face au stress mécanique durant la contraction
musculaire, ou il joue le réle d’un ressort tendu entre la membrane et la myofibrilles
(Abdullah et al., 2020).

Le DAG a également été proposé pour constituer un complexe de signalisation cellulaire
putatif en conférant I'échafaudage pour de nombreuses protéines de signalisation. Par
exemple, les modules ZZ dans le domaine riche en cystéine de la dystrophine peuvent
représenter un site fonctionnel de liaison a la calmoduline qui pourrait moduler la liaison
d'une autre protéine associée a la dystrophine d'une maniere dépendante du calcium.
(Constantin, 2014 ; Lombardi et al., 2017).

La dystrophine contribue a la stabilisation indirecte des récepteurs TrkA de facteurs
neurotrophiques NGF (facteur de croissance nerveuse ; nerve growth factor) et elle participe
également a la stabilisation des récepteurs de neurotransmetteurs et des canaux ioniques

comme les canaux calciques (Persiconi et al., 2020).
7. Les mutations du gene DMD

En raison de sa grande taille, le gene est sujet a différentes mutations. Dans 70% des cas
DMD/BMD, la mutation est transmise par la mére porteuse saine (selon un mode récessif lie a
I’X). Cependant environ 20 a 30% des dystrophinopathies sont causées par des mutations de
novo ou la mere n’est pas conductrice (mutation germinale). Si cette mutation germinale se
produit chez les males, ils risquent davoir une fille porteuse. Alors que si cette mutation
germinale se produit chez les femmes, elles courent un risque substantiel au moins 7 a 10%
d'avoir un enfant de sexe masculin atteint de DMD ou de BMD (avec une probabilité de
50%).

D'aprés Aartsma-Rus et. al (2016), la majorité des mutations DMD / BMD sont des
délétions intra géniques d’un ou de plusieurs exons (~68%) ou des duplications d’un ou
plusieurs exons (~11%), mais aussi de petites mutations ou des mutations ponctuelles tel que

les petites délétions, les insertions et les substitutions (~20%). Dans <1% des cas, d'autres
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types de mutations sont retrouvées comme exemple les mutations introniques profondes

(Deep intrinic mutation).

Concernant les délétions et les duplications exoniques, elles débutent au niveau du point
de cassure dans I’intron précédent le premier exon délété ou dupliqué et se termine au point

de cassure dans I’intron suivant le dernier exon délété ou dupliqué.

Les déletions et les duplications touchant préférentiellement deux régions du géne,
appelées « point chauds » situées dans la région 3’du géne (domaine central) entre les exons
45-55 et dans la région 5 (N terminale) entre les exons 2—10 (Aartsma-Rus et. al 2016). Les
mutations ponctuelles sont réparties uniformément dans le géne et n'ont pas de points chauds
(Flanigan et al., 2009). La fréquence du type de mutation varie au sein des sous-groupes

phénotypiques (Tuffery- Giraud et al., 2009).
8. Correlation génotype/phénotype

Les mutations géniques qui aboutissent a une dystrophine avec une certaine fonction
protéique conservée sont compatibles avec la BMD. Ces mutations sont géneralement des
mutations qui maintiennent le cadre de lecture. Méme si la dystrophine produite soie modifiée
en taille et / ou réduite en quantité, elle est encore partiellement fonctionnelle car elle contient
les domaines N-terminal ou C-terminal cruciaux pour connecter le cytosquelette d'actine a la
matrice extracellulaire. Les mutations qui entrainent une absence partielle (<5%) ou compléte
de dystrophine fonctionnelle sont cohérentes avec la DMD (figure 10). Ces mutations sont
généralement hors cadre de lecture. Souvent, des mutations hors cadre entrainent des codons
stop conduisant a une terminaison prématurée de la protéine, inhibant ainsi la production de

dystrophine qui contient le domaine N-terminal et / ou C-terminal crucial (Monaco 1988).

Bien que les corrélations entre génotype et phénotype s'appliquent a la régle du cadre de
lecture susmentionnée chez 96% des patients DMD et chez 93% des patients BMD selon
Tuffery-Giraud et al. (2009) et 92% pour la DMD et la BMD selon Koenig et al. (1989). Il
existe des exceptions connues a cette regle : (1) mutation non-sens avec BMD, (2) délétion
hors phase et tableau clinique de BMD, (3) délétions en phase et DMD (Koenig et al., 1989).
Conformément a la régle du cadre de lecture, la taille ou I'emplacement de la délétion ou de la
duplication conduisant a une mutation hors cadre ne doit pas affecter le phénotype clinique
car ils se manifesteront tous sous forme de DMD. Neanmoins, trois exceptions a cette
hypothése éetaient bien documentées : (1) Les mutations hors cadre avant I'exon 8 entrainent

un phénotype BMD, (2) les patients présentant des mutations non-sens dans les exons 23-42
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peuvent se présenter sous forme de phénotype BMD, et (3) les mutations hors cadre flanquant
I'exon 44 montrent un phénotype DMD plus léger (Aartsma-Rus et al., 2016). De méme, la
taille et I'emplacement des délétions ou des duplications qui entrainent des mutations dans le
cadre, ne peuvent prédire le phénotype clinique que dans une certaine mesure. (1) Si une
mutation dans le cadre affecte les trois domaines N-terminaux (exons 2-10 et 32-45) ou le
domaine C-terminal (exons 64-70), un phénotype DMD se développera, (2) la préservation du
troisieme domaine N - terminal alors que les deux autres sont perdus se manifestera par un
phénotype de BMD sévere et, (3) des mutations entre les exons 10 et 40 provoquent des

phénotypes plus léger et méme asymptomatiques (Leturcq et Tuffery Giraud, 2015).

intron Exon
m a m n m m Gine o

=K -

ExcEpm|m EXceEm Géne muté

J‘ Transcription

EVEN G P ED B BRI Gl DI Y AR messager

J‘ J Traduction
Y @ -

& Protéine dégradée Protéine plus courte

Figure 10. Exemple de mutations hors phase et en phase (Ben Yaou et al. 2016).

9. Traitement actuel et essais thérapeutiques géniques de la dystrophie

musculaire Duchenne de Boulogne et Becker

Le patient DMD souffre de nombreuses conséquences de sa maladie. La surveillence et
la prise en charge médicales contribuent a réduire les complications et a améliorer le confort
de vie des patients. Pour cela, la prise en charge des patients a différents stades doit etre
considérée : - suivi de I’atteinte musculaire ; - suivi de 1’atteinte cardiaque et respiratoire ; -

suivi orthopedique ; - suivi des troubles urinaires ; - suivi nutritionnel ; - suivi de la douleur.

Les traitements consistent en des soins préventifs et/ ou des traitements
symptomatiques.

Les glucocorticoides sont prescrits pour ralentir I’évolution de la maladie et retardant 1’age de
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la perte de la marche. Les inhibiteurs de I’enzyme de conversion (IEC), tel le perindopril ont

démontreé leur efficacité sur la prévention de I’insuffisance cardiaque (McDonal et al., 2013).

Sur la base des types de mutations, plusieurs stratégies ciblant la restauration de la

dystrophine ont été proposées et sont actuellement en cours d’exploration.
9.1. Translecture de codons stop

Les mutations non-sens sont détectées chez environ 10% des patients atteints de DMD
(Bladen et al., 2015) et produisent généralement une dystrophine non fonctionnelle. De plus,
I'ARNmM généré a partir de mutations non-sens est destabilisé et dégénéré (Wu et al., 2007).
Les thérapies de lecture directe utilisent de petites molécules pour interagir avec le ribosome,
qui conduit a I'insertion d'un autre acide aminé au niveau de codon de terminaison prématurée
pour permettre une lecture traductionnelle, de sorte qu'une protéine de dystrophine
relativement fonctionnelle puisse étre générée (Tagushi et al., 2017). Ce phénomene est
appelé le « read through » des codons stops. Plusieurs médicaments ont été développés sur la

base de ce principe (Hamada et al., 2019 ; Sun et al., 2020).

e Lecture du codon stops médiee par Ataluren

Ataluren (acide 3- (5- (2-fluorophényl) - (1,2,4] oxa-diazol-3-yl) -benzoique), un
composé anciennement appelé PTC124, permettant aussi le « read through » des codons stop
avec une faible toxicité (Mercuri et al.,2020 ; Muntoni et al., 2019).
En 2014, Translarna (ataluren) a obtenu une licence dans I'Espace économique européen pour
le traitement de mutations DMD non-sens chez les patients ambulatoires agés de 2 ans et plus.
En avril 2019, Translarna a obtenu une autorisation de mise sur le marché de I'’Agence
nationale brésilienne de surveillance de la santé pour le traitement des enfants DMD

ambulatoires agés de 5 ans et plus (Mercuri et al., 2020).

9.2. Saut d’exon ou “exon skipping” par des oligonucléotides antisens

Le saut d'exons, une approche ciblant les exons affectés avec des molécules prédéfinis
pour produire une version plus courte mais fonctionnelle de la dystrophine. Ces molécules
sont des petits ARNs artificiels de 20 a 30 pb anti-sens qu’on appelle oligonucléotides anti-
sens (AON pour anti-sens oligonucleotid). Les AON ont la capacité d’hybridé spécifiquement
aux motifs d'épissage exoniques ou introniques essentiels pour la maturation du pré-ARNm et
masquent les signaux d'épissage sur 'ARN (Mohammed et al., 2018). Lors de 1’excision-

épissage, I’exon ainsi masqué ne sera pas transcrit, il sera éliminé de I’ARN messager mature
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(Figure 11) (ErikH et Aartsma-RusA, 2017 ; Miskew et al., 2016). Ainsi, un ARNm dans le
cadre sans l'exon ciblé est généré, et une dystrophine tronquée mais encore partiellement
fonctionnelle peut étre traduite. Cette approche peut traiter 55% des patients atteints de DMD
(Bladen et al., 2015).

Les 5 principaux exons mutés trouvés chez les patients atteints de DMD sont I'exon 51
(21% des délétions), I'exon 53 (15%), I'exon 45 (13%), lI'exon 44 (11%) et I'exon 43 (11%)
(Bladen et al., 2015). Ainsi, les médicaments ciblant I'exon 51 (Eteplirsen, Drisapersen),
I'exon 53 (Golodirsen, Viltolarsen) et I'exon 45 (Casimersen) sont testés dans des essais
cliniques. Parmi eux, Eteplirsen, Golodirsen et Viltolarsen sont disponibles pour les patients
DMD (Asher et al., 2020).

L'oligomere morpholino-phosphorodiamidate (PMO) Eteplirsen augmentait la
production de dystrophine chez les patients DMD de 0,16% a 0,44% sur une thérapie de 48
semaines et de 0,28% a 0,93% apres 188 semaines de traitement (Aartsma-Rus et Krieg,
2017).

Le Casimersen, un oligonucléotide qui ignore I'exon 45, est également en
développement. En 2015, un essai de phase Il avec 99 patients a été mené pour évaluer
I'efficacité du SRP-4045 (Casimersen) et SRP-4053 (Golodirsen) pendant 48, 96 et 144
semaines de traitement. Les principaux résultats mis a jour en 2018 ont montré une
augmentation statistiquement significative de la protéine dystrophine chez les patients traités
(Sun et al., 2020). Plus tard, En décembre 2019, le Golodirsen intraveineux a été approuvé
aux Etats-Unis pour traiter les patients atteints de DMD (Heo, 2020). Dans I'étude de phase |1
ayant duré 168 semaines et ayant porté sur 25 patients, tous les participants ont montré une
réponse de saut d'exon 53 a la semaine 48, ainsi qu'une augmentation de I'expression de la
dystrophine (de 0,095% a 1,109%) (Frank et al., 2020).

Viltolarsen, qui cible I'exon 53, a été testé au Japon (20, 40 et 80 mg / kg par semaine
par perfusion intraveineuse) et aux Etats-Unis (40 et 80 mg / kg par semaine par perfusion
intraveineuse). Aprés 24 semaines de traitement, il a été noté une augmentation de 5,8% de la
protéine de dystrophine par rapport a la valeur initiale dans les biopsies musculaires. En mars
2020, le Viltolarsen intraveineux a obtenu sa premiére approbation au Japon pour le
traitement des patients atteints de DMD présentant des mutations susceptibles de sauter I'exon
53. Actuellement, les essais cliniques sur le Viltolarsen sont menés aux Etats-Unis et au
Canada (Dhillon, 2020).
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DMD deletion at exon 50
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Figure 11. Représentation du mécanisme du saut d’exon chez un patient DMD ayant une délétion de
I’exon 50 permettant la restauration du cadre de lecture et conduisant a une dystrophine incomplete et
un phénotype BMD (Van Deuteckom, 2007)

10. Conseil génétique et diagnostic prénatal

10.1 Conseil génétique

Le conseil génétique (CG) implique que le médecin soit parfaitement informé sur la
maladie en cause, son mode de transmission, sur le désir de maternité ou de paternité mais
aussi sur 1’environnement familial, culturel et religieux. Tous ces éléments entrent en jeu
lorsque I’intéressé doit prendre la décision qui convient le mieux a son cas. Dans la DMD et
la BMD le conseil génétique est fondamental et doit étre une précoce .Les meres des enfants
atteints sont transmettrices dans 2/3 des cas alors que le taux de néo-mutation est évalué a 1/3.
Etant donné 1’age du diagnostic de la maladie, le risque d’avoir un deuxieme enfant atteint est
¢levé. Le dépistage d’autres conductrices potentielles dans la famille est fondamental. Les CK
sont élevées chez 1/3 des conductrices .Le cas particulier des filles d’un sujet Becker doit étre
souligné car elles sont transmettrices obligatoires. Si une mutation (deletion /duplication,
mutation ponctuelle) est présente chez les cas index, la recherche de cette mutation sera

réalisée chez les femmes a risque (Sifi, 2017).
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Le conseil génétique est tres important : le risque d'avoir des garcons atteints par une
femme conductrice est de 50% et celui d'avoir des filles conductrices est de 50% (Nouioua,
2013).

10.2 Diagnostic prénatal

Il est indiqué lorsque la femme enceinte présente un risque non négligeable aprés un
calcul de Bayes. Le prélevement feetal peut étre fait sur villosités choriales vers la onzieme
semaine d’aménorrhée(SA) ou par amniocentése vers la seizieme semaine. Le diagnostic du
sexe est alors pratiqué et I’analyse de I’AND est indiquée s’il s’agit d’un feetus de sexe
masculin. Le diagnostic est direct par PCR multiplex si une délétion ou duplication est connue
chez le propos tus ou par séquengage. Si la mutation du géne DMD n’est pas connue chez le
cas index, I’analyse est indirecte par une étude des polymorphismes intra-génétiques (Parks
et al., 2016). Elle doit rechercher 1’haplotype hérité par le foetus. Le délai nécessaire au

diagnostic est d’environ 2 semaines (Sifi, 2017).
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PATIENTS ET METHODES

Notre étude est une étude rétro et prospective. Elle a porté sur 102 patients de phénotype
DMD/BMD. L’échantillonnage a été recruté au sein du service de neurologie du Centre
Hospitalier Universitaire Ben Badis de Constantine (CHUC), et la réalisation pratique du

travail s’est effectuée ;

» au niveau du laboratoire de recherche de Biologie et de Génétique Moléculaire
(Université Constantine 3).

» au niveau de 'unité de génétique médicale située au Département de Sciences
Médicales Université Ferrara, Italie.

» au niveau du laboratoire de biologie et biologie moléculaire de I'Hépital Cochin de

Paris, France.

1. Type et période d’étude
Notre travail a comporté deux parties :

1.1 Etude rétrospective :

Une étude rétrospective réalisée a partir de dossiers de patients atteints de DMD/BMD
connus du service de neurologie du CHU de Constantine et diagnostiqués uniquement sur des
bases phénotypiques et/ou génotypique de Janvier a Avril 2016. Les informations étaient
recueillies a partir des dossiers de malades et des fiches de consultation. Dans ce cadre nous
avons consulté les archives du service de neurologie et de sa consultation externe de maladies
neuromusculaires. Nos critéres d’inclusion étaient représentés essentiellement par une
faiblesse musculaire proximale d’évolution progressive associée a une hypertrophie des
mollets avec ou sans macroglossie, documentée par un EMG généralement en faveur d’une
atteinte musculaire et un taux de CPK éleve supérieur ou égal a 10 fois la valeur normal.

Nous avons tenu compte uniquement des dossiers complets répondant aux critéres sus
cités. Il s’agissait de 32 patients.

Les malades étaient convoqués, réinterrogés, réexaminés et prélevés aprés consentement

pour une étude génétique.

1.2 Etude prospective réalisée a partir de cas nouvellement recrutés.
1.2.1 Patients
1.2.1.1 Période de I’étude Il s’agit d’une étude descriptive a visée analytique. Les malades

étaient recrutés de maniere prospective du service de neurologie du CHU de Constantine de
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Septembre 2015 a Avril 2017.

1.2.1.2 Description de la population d’étude

Notre étude est une étude clinique et génétique ayant porté sur une série de 70 patients

appartenant a 50 familles avec un ou plusieurs membres atteints, originaires, en majorité de

I’Est Algérien.

Des critéres d’exclusion et d’inclusion ont été établis pour cette population

Criteres d’inclusion

patients de sexe masculin : cas sporadiques ou familiaux appartenant a des familles
consanguines ou non.

mode de transmission recessif ou récessif lié a I'X.

faiblesse musculaire symétrique du tronc et des membres.

faiblesse musculaire progressive proximale que distale.

aspect myogene révélé par ENMG.

Une élévation du taux des CPK.

Criteres d’exclusion

Les critéres d’exclusion

Sont exclus de cette étude les patients avec :

un mode de transmission autosomique (dominant).

un début néonatal.

un déficit moteur distal isolé.

une atteinte faciale, occulopharingée ou un phénomene myotonique

tout patient non consentant.

Au total, étaient inclus pour une analyse clinique et génétique 102 patients de phénotype
DMD/BMD appartenant a 82 familles.

2. Analyse Clinique

2.1 Examen des cas index

R/
*

Le cas index ou propositus est I’individu qui permet le recrutement d’une famille.

C . , . . . . .,
** 1l doit dans tous les cas répondre aux critéres d’inclusion et d’exclusion sus cités.
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% Tous nos patients (cas index et secondaire) étaient soumis a un interrogatoire
minutieux et & un examen clinique complet selon un questionnaire préalablement
établi pour cette eétude (voir annexe 3) qui a comporté plusieurs étapes :

> les données anamnestiques essentielles (antécédents personnels et familiaux des

patients et I’histoire de leur maladie).

les données de 1’examen clinique.

les criteres de diagnostic.

I’évolution de la maladie.

les examens complémentaires.

VvV V V VYV VY

I’arbre généalogique pour chaque famille a la recherche d’autres cas atteints (Annexe
5).

2.2 Les antécédents familiaux

- La consanguinité parentale a été recherchée dans tous les cas.

- Un arbre généalogique a été établi pour chaque famille par I’interrogatoire des patients
et/ou des parents du jeune enfant a la recherche d’autres membres de la famille
atteints.

- Une enquéte a été systématiquement réalisée sur les déces, les avortements et les
maladies survenues dans la famille et chez les ascendants.

2.3 Les antécédents personnels

1- Les différentes étapes du développement psychomoteur (DPM) ont été recueillies

2- Le carnet de naissance des enfants nés a I’hdpital a été consulté attentivement.

3- Les renseignements concernant le déroulement de la grossesse et les circonstances de
I’accouchement ont été recherchés systématiquement.

L’examen neurologique a été réalisé attentivement par un neurologue spécialisé dans la

prise en charge des maladies neuromusculaires.

3. Examens Complémentaires

3.1 Bilan Biologique

Le bilan effectué consiste a doser la creatine phosphokinase (CPK) et le lactate
déshydrogénase (LDH) parfois dans le sérum pour confirmer 1’atteinte musculaire et éliminer
les autres étiologies d’autre part. Les valeurs normales de CPK sont comprises entre 25 et
170UI/L et  entre 220 et 450 UI/L pour LDH. Une autre application importante dans le
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dosage de la CPK qui permet de diagnostiquer trés précocement de la dystrophinopathie dans

la fratrie d’un myopathe confirmé ou cas index.
3.2 Electroneuromyographie ENMG
ENMG a été réaliseé chez tous les patients pour confirmer 1’atteinte musculaire.
3.3 Biopsie Musculaire

La biopsie musculaire a été réalisée uniquement chez 9 patients. Tous les autres patients
n’ont pas bénéficié de biopsie musculaire par manque de structures spécialisées en

neuropathologie dans notre région.
3.4. Electrocardiogramme et Echographie du cceur

Un ECG et une échographie du cceur sont demandées systématiquement chez tous les
patient et répétés chaque année a la recherche d’une atteint cardiaque.

3.5 Les explorations fonctionnelles respiratoires (EFR)

Ont été réalisées chez tous les patients puis répété une fois par an.
4 Analyse Genétique

4.1 Stratégie de diagnostic adoptéee

Le géne DMD est le siége de plusieurs types de mutations que 1’on subdivise
classiqguement en trois grandes groupes : les délétions intragéniques, affectant un ou plusieurs
exons observées dans environ 60-65% des cas ; des duplications dans prés de 5-10% des cas
et enfin les mutations ponctuelles pouvant concerner la totalité de la séquence codante du

géne et observées dans environ 10-20% des cas.

Dans un 1% temps, nous avons exploré les délétions d’exons au niveau des points

chauds connus dans le gene DMD par PCR multiplex.

Dans un 2°™ temps, les patients négatifs au test précédent avaient bénéficié d’une
analyse de délétions supplémentaires des autres exons codant du géne DMD ainsi que d’une

analyse des duplications par les techniques MLPA, PCR semi-quantitave et PCR digitale.

Enfin un séquencage de nouvelle genération a été mise au point, afin de rechercher des

mutations ponctuelles.
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L’étude moléculaire a été effectuée selon deux étapes : une étape d’extraction d’ADN suivie

d’une recherche des mutations dans le géne DMD.
4.2 Prélevement Sanguin

Les prélevements de sang total pour I’analyse moléculaire du géne DMD ont été réalisé
au niveau du pli du coude sur deux tubes vacuténaires K3 EDTA (Ethylen Diamin tetra acetic
Acid) de (5 ml), comme anticoagulant qui de plus est un inhibiteur de ’action des enzymes
DNase ou nucléase (I’héparine comme anticoagulent ne doit pas étre utilisée car c’est un

inhibiteur de la Tag polymérase).
4.3 Extraction de ’ADN

De trés nombreux procédés d’extraction des acides nucléiques ont été décrits et des Kits
sont actuellement proposés par un certain nombre d’industriels, cependant la méthode
d’extraction d’ADN utilisée dans notre étude est celle utilisant des solvants non organiques.
L’ADN de chaque patient est extrait a partir de leucocytes du sang périphérique recueillis sur
tube EDTA selon la technique au NaCl (Miller et al., 1988).

» Principe

Les leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ADN, pour pouvoir les isoler,
le sang doit étre initialement mélangé a une solution hypotonique pour permettre la lyse des
globules rouges. Aprés récupération des leucocytes, ces derniers vont étre traités par un
mélange représenté par un détergeant Sodium Dodécyl Sulfate (SDS) et la protéinase K et ce,
dans le but de dégrader tout ce qui est protéine. L’ADN nucléaire est libéré dans le milieu et
les protéines qui lui sont associés sont éliminées par précipitation au NaCl. Le surnageant

ainsi récupéré est traité par 1’éthanol dans lequel une pelote d’ADN se forme par précipitation.
» Technique
* La lyse des globules rouges et la préparation des leucocytes

- Dans un tube Falcon de 50 ml ; le sang total complété a 50 ml avec du TE 20 :5 et
laissé 10 min dans la glace puis centrifugé pendant 10 min a 3800 tour/min. (TE 20 :5
. tris 20 mM mélangés a ’EDTA 5mM, complété avec 1’eau distillée jusqu’a 1000 ml
apH=75).

- Le surnageant est ensuite déversé.
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- Le TE 20 :5 est ajouté jusqu’a 30 pL au culot, le tout est agité et laissé 10 min dans la
glace puis centrifugé dans les mémes conditions précédentes.

- Ensuite le surnageant est encore une fois déversé pour obtenir du culot de leucocytes.

- Enfindu TE 10 :1 est ajouté et le culot est conservé a (-20°C) dans le congélateur. (TE
10 :1 :10 mM de tris mélangés a ImM d’EDTA a pH =17,5)

* Extraction de I’ADN génomique total

- Les leucocytes sont décongelés puis centrifuges pendant 10 minutes a 4000 tour/min
et le culot de leucocytes est repris dans un tube Falcon de 15 ml.

- Au culot leucocytaire sont ajoutés 3 ml de tampon de lyse (Tris 1M mélangé a
I’EDTA 0,5 M, complété jusqu’a 100 ml d’eau a pH = 8,2). Ensuite 200 uL de SDS a
10%, puis 100 pL de protéinase K (10 mg / ml).

- Le tube, sur une roue, est ensuite agité a 37°C pendant une nuit.

- Le lendemain ; il est refroidi dans la glace, auquel 1’on rajoute du Nacl 4 M. Le tout
est agité rigoureusement a la main.

- Le surnageant, apres centrifugation, est repris dans un tube Falcon de 15 ml ou il faut
ajouter 2 fois son volume d’éthanol absolu préalablement refroidi. Par retournement,
la pelote d’ADN se forme. Si elle n’apparait pas, on laisse 30 min a —20°C.

- La pelote d’ADN est récupérée avec une pipette pasteur et rincée en deux reprises

dans 1’éthanol a 70%. Enfin la pelote est mise dans un tube Nunc.
* Solubilisation

Selon la grosseur de la pelote et la concentration souhaitée, on ajoute entre 300 et 1000 pl
de TE10:1 et on laisse le tube nunc durant une nuit sur un agitateur rotateur a 37°C puis a

température ambiante jusqu’a dissolution compléte (1 a 2 jours).

4.4 Controle qualitative et quantification de PADN
4.4.1 Contrdle qualitative

La qualité et la pureté des acides nucléiques comptent parmi les facteurs les plus
critiques pour I’analyse PCR. La pureté de I'ADN extrait est appréciée en mesurant la densité
optique des extraits a 260 et 280 nm qui correspondent, respectivement, aux longueurs d’onde
d’absorption des acides nucléiques et des protéines, en effectuant le rapport de DO a 260 nm

sur la DO a 280 nm. Ce rapport constitue un bon indicateur de la pureté de I’ADN.

- Si le rapport DO260/D0280 est compris entre 1,6 et 2 => I’ ADN est suffisamment pure.
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- Si le rapport DO260/D0280 > 2 => 1’ADN est contaminé par les ARN.
- Si le rapport DO260/D0280 < 1,6 =>1’ADN est contaminé par les protéines.

Dans le cas ou I’ADN est contaminé, un bon résultat est a écarter dans les étapes
suivantes de son analyse par PCR. Il est donc indispensable de procéder par la réextraction de
la pelote de ’ADN afin d’obtenir la pureté souhaitée. Les échantillons d’ADN purs sont

conservés a + 4°C jusqu’a utilisation.
4.4.2 Quantitatification de ’ADN

La concentration des ADN extraits est estimée par la mesure de 1’absorbance a 260 nm.
Sachant qu’une unité de DO a 260 nm est équivalente a 50 pug /ml d’ADN, il est possible

d’évaluer la quantité d’ADN d’un échantillon par la formule :

[ADN] pg / pl = facteur de dilution x DO 260 % 50 pg / pl

En prenant en considération que I’ADN obtenu est dilué a 1/100, la quantité obtenue est

multipliée par 100.
Exemple : Un ADN solubilisé dans 1000 pul de 1’eau distillée ayant une DO260 nm de 0,120.

Considérant que I’ADN est dilué a 1/100 (10 pl de ’ADN dilué dans 990 pl d’eau
stérile), donc le facteur de dilution est égal au rapport de volume total (1000ul) sur le volume
d’ADN (10ul) soit un facteur de dilution égal a 100. Donc le résultat portant la concentration
finale est de 600pg/pl.

4.5 Amplification de I’ADN par PCR multiplex pour la recherche des

macrodélétions du gene de la dystrophine

Le terme de "PCR multiplex" désigne une mise au point de la technique PCR autorisant
I'amplification, en une seule réaction, de plusieurs segments d'ADN distincts. Les couples
d'amorces correspondant aux différents locus a analyser sont introduits dans le méme tube
réactionnel. Les conditions d'amplification étant fixées pour un méme tube dans lequel ont
lieu plusieurs réactions differentes. L'amplification par PCRm est une technique tres utile
pour le diagnostic de la DMD. Les principaux avantages de cette adaptation technique est la
réduction du codt et la diminution du temps de réalisation et, éventuellement, d'analyse des

résultats.
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La recherche de délétions dans le géne de la dystrophine a été réalisée par deux PCR
multiplex, selon Chamberlain et Beggs (Chamberlain et al., 1988 ; Beggs et al., 1991) ,
explorant les 19 exons correspond aux zones les plus fréquemment délétées (les deux points
chauds délétionnels). Cette technique permet de détecter 98 % des delétions retrouvées dans

70 % des cas de dystrophinopathies.

Afin d’amplifier les 19 exons simultanément du gene de la dystrophine, la réaction

s’effectue dans deux mix I et II. Les amorces sont choisies de telle facon que les différents
produits d’amplification obtenus au sein d’une seule réaction aient des tailles différentes et

soient donc facilement individualisés (Annexe 6).

» mix | amplifies les exons : 4, 8, 12, 17, 19, 44, 45, 46, 48, 51
» mix Il amplifies les exons : 3, 6, 43, 50, 52, 60, 13, 47 et DP427m promoteur

Chaque réaction de PCR est réalisée dans un volume final de 50 pl, contenant 10 ul de
tampon Phusion HF 5X, 1 mM de chaque amorce, 1 mM de mélange de désoxynucléotides
(dNTP), 1,5 pl de sulfoxyde de diméthyle (DMSO), 3 ul de MgCI2 (25 m M), 0,5 ul d'ADN
polymérase de phusion (Thermo-scientific EU) et I’eau stérile.

La quantité de chaque composant est multipliée par le nombre de tubes voulu plus un, il
s’agit du témoin négatif dans lequel ne se trouve que le mix sans ADN. Pour les autres tubes,

100 ng d’ADN génomique est mélangé a 47 pul du mix.
Déroulement de cycle de PCR

Tous les tubes sont placés dans un thermocycler (Techne) pour amplification selon les

conditions présentées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1 : Conditions d’amplification du géne DMD

Nombre de cycles Etapes Températures (°C) Durée

X1 Dénaturation initiale | 95 6 min

X 30 Dénaturation 95 30 sec
Hybridation 53 30 sec
Elongation 65 4 min

X1 Elongation finale 65 7 min

31




PATIENTS ET METHODES

Préparation du gel nusieve/agarose

Les produits de PCR sont ensuite analysés apres électrophorése sur un gel d’agarose
Nusieve a 3% (2 Nuseive +1 g d’agarose dans 100 ml de TBE 1X (Tris Borate EDTA) (Tris
base 45 mM, Acide Borique 25 mM, EDTA 12,5 mM, pH 8) additionné de 10 ul du Bromure
d’Ethidium (BET). Le gel est déposé sur la plaque d’une cuve horizontale.

Contr6le des produits PCR

Le controle des produits d’amplification sur gel permet de confirmer la bonne réussite
de I’amplification, de vérifier si une éventuelle contamination de I’ADN est survenue grace au
contréle négatif (apparition de bande dans le puits du blanc), et d’apprécier qu’il n’existe pas
d’amplifications parasites. Dans chaque puits du gel, nous déposons 10 pl de produits PCR en
présence de 3ul du Bleu de Bromophénol (BBP) qui permet de suivre le front de migration.
Les fragments d’ADN chargés negativement migrent dans un champ électrique et la migration
de la cathode et vers I’anode dépend de leurs tailles. Le systéme est soumis sous un courant de
60 a 100 volts pendant 3 heures. Apres la migration, le gel est soumis au rayon UV et
photographié. Les molécules de BET s’intercalent entre les bases nucléotidiques de I’ ADN et
émettent une coloration rouge. Les fragments amplifiés sont visibles sous forme de bandes
fluorescentes.

4.6 La recherche d’autres délétions et duplications par multiplex ligation-

dependant probe amplification (MLPA), PCR semi-quantitative et PCR Digitale

» multiplex ligation-dependant probe amplification (MLPA)

D'apres Schouten et al (2002), la techniqgue MLPA (multiplex ligation-dependant probe
amplification) permet d'analyser le nombre de copies de chacun des 79 exons du géne DMD,
détectant ainsi les délétions comme les duplications chez I’individu atteint ou les femmes
apparentées. Cette technique aujourd’hui utilisée par la trés grande majorité des laboratoires
dans le monde permet également de délimiter I’étendue des grands réarrangements en termes

d’exon (Suh et al., 2017) (annexe 7).

L'ADN des patients DMD a été analyse pour détecter les délétions et les duplications
importantes dans 79 exons du géne DMD a l'aide des kits (MRC-Holland, Amsterdam, Pays-
Bas) selon les instructions du fabricant. Les produits de réaction ont été analysés a l'aide d'un
analyseur d'’ADN [ABI 3130 XL; Applied Biosystems] et I'analyse des données a été réalisée
a l'aide des logiciels Coffalyser [MRC Holland, Amsterdam, Pays-Bas] et Gene Marker
[Softgenetics] pour MLPA.
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Lorsque le résultat MLPA suggérait une seule délétion ou duplication d'exon, le résultat
était toujours confirmé par une technique moléculaire alternative. Il s'agissait de sequengage
d’exons uniques délétés et de la PCR en temps réel spécifique a I'exon pour les duplications
d'exons uniques, conformément aux directives de diagnostic DMD actuelles (Fratter et al.,
2020).

» PCR Multiplex semi-quantitative

PCR Multiplex semi-quantitative (QF-PCR ABI-Genescan) Deux réactions de PCR
explorant simultanément les 50 exons les plus fréqguemment délétés ou dupliqués situés dans

deux régions du gene DMD :

e PCR multiplex QF5 couvrant les exons de la région 5’ du gene (QF-PCR 5°) : exons :
1-9, 11-13, 17, 19, 21, 24-25, 29-30, 32 et 37.

e PCR multiplex QF3 couvrant les exons de la région 3° du géne (QF-PCR3’) : exons
42-56, 58, 60, 62-63, 68, 71 et 75. et migration par électrophorése capillaire

La PCR semi-quantitative permet de répondre rapidement a environ deux tiers des cas des
anomalies quantitatives, pour les cas index. Cette technique, basée sur la détection de la taille
du fragment amplifié, peut donc aussi révéler de petites délétions ou duplications d’une a
plusieurs bases. Une amplification isolée des exons entourant la délétion mise en évidence est

parfois nécessaire pour en préciser les bornes (Annexe 7).
> PCR digitale

Cette approche ciblée permet la quantification relative d’une région d’intérét de DMD (un
exon de DMD), par comparaison avec une région de référence. Les echantillons ont été

analyses sur Systeme QX 100, Biorad a I’aide d’un essai tampon spécifique (Annexe 7).
» Séquencage de nouvelle génération pour la recherche des mutations ponctuelles.

Des mutations ponctuelles dans I'ADN génomique ont été détectées par le séquencgage
de nouvelle génération (NGS) en utilisant le test DMD MASTR (Multiplicom) pour
seulement les patients montrant des résultats négatifs pour les délétions et les duplications par
les deux méthodes précedentes. Les echantillons ont été analysés sur MiSeq (Illumina) et les
données ont été analysées a l'aide du pipeline Sophia Genetics. Toutes les variants déetectés

ont été confirmés par séquencage Sanger (Annexe 7).
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4.7 Bases de données et confirmations des mutations dans le gégne DMD

Toutes les mutations enregistrées dans cette étude ont été vérifiées selon les normes
établies par la Human Genome Variation Society (HGVS, www.hgvs.org), les pages de
Leiden Muscular Dystrophy (http://www.dmd.nl), Leiden Open Variation Base de données
3.0 (http: //lwww.lovd. NI / 3.0 / home) et UMD-DMD (http: //www.umd. Be / DMD /).

5. Analyses statistiques
Les données ont été analysées a l'aide du logiciel SPSS 24.0 (IBM, Armonk, NY, Etats-
Unis). Le Microsoft Excel 2013 (Microsoft, Redmond, Washington, DC, Etats-Unis) a

également été utilisé pour tracer des informations.

> Les variables qualitatives étaient obtenues par estimation de la fréquence en
pourcentage tandis que les variables quantitatives ont été exprimées en moyennes
et medianes.
> Analyse Bi variées :
e Test Khi-deux de Pearson pour la comparaison des pourcentages

e Test de Wilcoxon- Mann-Whitney pour la comparaison des moyennes
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Au total, nous avons analysé le phénotype et le génotype de 102 patients appartenant a 83

familles de phénotypes DMD/BMD, tous originaires de I’Est de 1’ Algérie.

La base génétique du diagnostic a été établie pour tous les patients ; 102 garcons de 83
familles. Afin d'éviter une présentation asymétrique des variations du genotype, un seul

patient de chaque famille a été inclus dans I'analyse du génotype.

1) les cas qui ont des dossiers et des fiches de consultation ont tous été inclus dans
I'analyse clinique, car il y avait des signes de variabilité phénotypique méme chez les
freres avec des mutations identiques.

2) Neuf patients ont été exclus de I'étude clinique en raison de I'absence d'informations et

des données cliniques nécessaires dans leurs dossiers et leurs fiches de consultation.
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1. Analyse phénotypique des patients

L’analyse génétique de I’ensemble des patients a permis de les répartir en 4 classes :
soixante-quatre patients (77,1%) de phénotype Duchenne vingt-neuf (34,9%) de phénotype
Becker, deux (2,4%) de phénotype intermédiaire. Les 7 derniers patients étaient classés
«dystrophinopathie». Dans ces cas les technique de immunohistochimie et Western blot est
indisponsable pour confirmer le diagnostic, malheureusement nous ne l'avons pas fait, et
cela est di au manque de laboratoires spécialisés réalisant ces technologies en Algérie.
(Figure 12, Tableau 2).

Tableau 2 : répartition des patients selon le phénotype

Phénotype N de patients (%)
DMD 64 (62,74)
BMD 29 (28,43)
IMD 2 (1,96)
ND 7 (5,86)
Total 102 (100)
2 70
o 64
§ 60
[}
©
£ 50
£
]
< 40
29
30
20
10 7
2
: - I
DMD BMD IMD ND

Figure 12. Répartition des patients selon le phénotype.

36



RESULTATS

2. Résultats clinique et généalogique
2.1. Consanguinité

Le taux de consanguinité était de 32,87% (Figure 13).

= M consanguin

M non consanguin
67,13 %

Figure 13. Répartition des familles selon la consanguinité

2.2.  Antécédents familiaux

Les antécédents familiaux (les cas similaires dans la famille) sont retrouvés dans 28
familles (37,8%). 1l s’agit d’un (ou plusieurs) frére(s) dans 22 (29,7%) famille, un (ou
plusieurs) autre(s) homme (s) (cousins et oncles) dans 6 (8,1%) famille. Ces patients
présentent les mémes signes cliniques et présentaient un tableau clinique de type DMD ou
BMD. Le nombre de cas sporadiques était de 45 soit 60.8% (Figure 14).

70

62,27

60

50

40 37,87

30 -

20 -

10 -

O -

cas familiale cas sporadique

Figure 14. Répartition des familles selon le caractere familial ou sporadique
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2.3.  Age du diagnostic

L’age du diagnostic correspond a 1’dge ot un médecin a pour la premiere fois évoqué
le diagnostic de DMD sur des arguments cliniques et le dosage de CPK. Dans notre étude
I’age moyen du diagnostic était de 10 ans et 8 mois avec des extrémes allant de 3 a 37 ans. Le
diagnostic a été réalisé dans I’enfance, avant I’age de 5 ans, chez 11 (11,8%) patients. Trente-

deux patients (34,4%) ont été diagnostiqués entre 1’age de 5 et 10 ans (Figure 15).

(%)
40
35
30
25
20
15
10 -
5 .
O .

<5ans 5-10 ans

Figure 15. Répartition des cas selon I’dge du diagnostic
2.4.  Age du premier signe clinique

L’age du premier signe clinique Correspond a 1’age ou la famille déclare avoir
remarqué pour la premiére fois des troubles chez I’enfant. Dans notre série les premiers signes
cliniques sont apparus a 1’age moyen de 4 ans et 9 mois avec des extrémes entre de 18 mois a
24 ans, il était avant 1’age de 5 ans chez 40 patients (43%) et a 1'age de 5 a 10 ans chez 36
patients (38,7%) (Figure 16).

44% 43%

43%

42%

41%

40% 38,70%
39% et

38%
37%
36%

<5ans 5-10ans

Figure 16. Répartition des cas selon 1’age de premier signe clinique
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2.5.  Signes de déebut

Dans notre cohorte, les premiers signes cliniques présentés par les patients sont le plus
souvent liés au déficit moteur 78,4 %. Il s’agit le plus souvent de troubles de la marche, de
difficultés a monter les escaliers, de signe de Gowers, de difficultés a courir. L hypertrophie
musculaire ou hyperckémie ont constitué le signe de debut dans 4,3%. Autres signes d’atteinte
motrice peuvent également étre révélateur, comme le retard d’acquisition de la marche (4,3%)
(Figure 17).

Chez nos patients, Il existe un retard d’acquisition de la marche (aprés 1’age de 18 mois) chez
34 (36,55%) de patients. Un retard d’acquisition du langage est signalé chez 6 (6,45%) des

enfants de notre cohorte (figure 18).

Retard de lamarche 1 1

HyperCK 1 1

Hypertrophie des mollets a4

Faiblesse des membes Bl 12

Troubles moteurs | [T /3

0 10 20 30 40 50 60 70 80

1 Nombre de patients

Figure 17. Répartition des patients selon les premiers signes cliniques.

R d'acquisition du langage

R d'acquisition de la marche

T T T T T T T T %
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Figure 18 : Répartition des patients selon le développement psychomoteur.
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2.6. Cardiomyopathies et atteinte respiratoire

L’échographie est I’examen non invasif de référence, permettant 1’évaluation de la
fonction cardiaque. Le diagnostic de cardiomyopathie a été retenu dans 14 cas (15%), a un
age de 12,64 +£8,07 avec des extrémes allant de 4 a 27 ans. Chez les patients DMD [I’atteinte
cardiaque a été notée chez 10 patients (15,6%) a un age moyen de 8,9 + 4,5. L’age
d’apparition de I’atteinte cardiaque chez les 3 patients BMD eétait tardif, apres 1’age de 24 ans
avec une moyenne de 25 + 2,5. Chez les patients atteints de formes IMD, I’atteinte cardiaque

a été notée chez un seul (Figure 19).

Les troubles ventilatoires détectés par le calcule de la capacité vitale respiratoire (CV)
exprimée en pourcentage, ont été retrouvés chez 26 patients (27,95%). Il s’agissait de 10
patients DMD, huit (8) patients BMD et deux (2) patients IMD (Figure 19).

Ateinte respiratoire

Ateinte cardiaque

0 5 10 15 20 25 30%

Figure 19. Répartition des patients selon I’atteinte respiratoire et cardiaque.
2.7. Examens neurologiques

L’examen clinique et 1’évaluation fonctionnelle de la capacité motrice chez nos
patients a montré dans tous les cas un déficit moteur particulierement proximal que distal des
4 membres associé a une hypertrophie des mollets chez 77 patients (82,79%), a une
macroglossie chez 36 patients (38,70%), a une hyperlordose chez 31 (33,33%). Les résultats
montrent également que 11 patients (11,82%) ont développé une scoliose. Les rétractions
musculotendineuses ont été détectées chez 39 patients (41,93%) a partir de I'age de 10,2 ans

avec des extrémes allant de 4 —37 ans. Les contractures aux tendons d'Achille ont été trouvées
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chez 11 patients (28,20%), aux chevilles 10 patients (25%). aux genoux chez 4 patients

(10,25%) et des retractions multiples ont été notées chez 14 patients (35,89%) (Tableau 3,

Figure 20 et 21).

Tableau 3 Répartition des patients selon les résultats de 1’examen neurologique.

Nombre de patients %
Déficit moteur proximal 100
des 4 membres
Hypertrophie de mollets 77 82.79
Macroglossie 36 38.70
Hyperlordose 31 33.33
Scoliose 11 11.82
Contractures 39 41.93
genoux 4 10.25
tendons d’Achille 11 28.20
chevilles 10 25
diffusé 35.89

Contractures

Scoliose

Macroglossie

Hyperlordose

Hypertrophie de mollets

1”'[ |

® Nombre de patients

o

20 40

60

80

100

Figure 20. Répartition des patients selon les résultats de I’examen neurologique.
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E

Figure 21. Signes cliniques observés chez nos patients ; A et B Hypertrophie des mollets, C et D

scoliose et hyperlordose, E macroglossie
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2.8. Perte de la marche et déces

La perte de la marche est un éveénement important dans 1’évolution des patients
DMD/BMD, en effet 37 (39,78%) de nos patients ont perdu la marche, trente patients ont
perdu la marche avant 1’age de 13 ans, deux patients entre 1’age de 13 et 16 ans et 5 apres

I’age de 17 ans. Six patients marchent encore aprés 1’age de 17 ans (figure 22).

Le déceés est survenu chez 4 patients, a un age moyen de 16 ans, deux patients a 1’age de 18
ans, un patient a I’age de 21 ans et un autre patient a un age plus précoce (8 ans). Dans les 4

cas, le décés etait secondaire a une insuffisance cardiaque ou respiratoire restrictive sévere.

35
30
25
20
15
10

5 J B Nombre de patients
0

<13 ans 13-16 ans >17 ans

Figure 22. Répartition des patients selon I’dge de la perte de la marche
2.9 Corticothérapie

Sur I’ensemble de notre cohorte, une corticothérapie a été prescrite chez 28 patients

(30%), dans I’objectif de retarder I’age de la perte de la marche.

2 Résultats des examens complémentaires
3.1 Taux de créatine phosphokinase (CPK)

Le taux sérique des CPK est largement au-dessus de la normale chez la plupart de nos
patients (94,6%), avec une moyenne de 5929 Ul/litres avec des extrémes allant 212 a 23370
Ul/l, soit 3 a 123 fois la normale (seuil pathologique > 190 — 300 Ul / litres selon les

laboratoires). Cependant, Cing patients ont des taux sérique de CPK normaux (Figure 23).
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H CPK élevée

B CPK normale

94,60%

Figure 23. Répartitions des patients selon le résultat du dosage du CPK
3.2 Electroneuromyographie (ENMG)

Chez la totalité de nos patients, 1’¢lectromyogramme (EMG) était en faveur d’une
atteinte musculaire avec des tracés riches en unités motrices et des potentiels polyphasiques

de courte durée et de faible amplitude.
3.3 Biopsie musculaire

La biopsie musculaire a été réalisée chez seulement 9 patients. L’examen en
microscopie montre un I’aspect dystrophique avec association a des degrés variables de
nécrose, régénérations, fibrose et adipose des fibres musculaires.

4 Résultats genétiques

Le diagnostic moléculaire des dystrophinopathies est complexe du fait de la taille du
géne et la variété du type de mutations rencontrées (grandes délétions, duplications, mutations

ponctuelles).

L'analyse moléculaire du géne DMD reéalisée a l'aide des techniques mPCR, MLPA, PCR
semi quantitative, PCR digitale et NGS a mis en évidence des délétions d'un ou plusieurs
exons chez 71 patients (85,5%). Seuls 2 patients (2,4%) avaient des duplications et 10 patients

(12%) avaient des mutations ponctuelles (Figure 24 et Tableau 4).
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Tableau 4. Fréguence des mutations du géne DMD chez les patients

Grandes réarrangements 73 (87.9%)
Grandes delétions 71 (85.5%0)
Grandes duplications 2 (2.4%)

Mutations ponctuelles 10 (12%)
Faux- sens 3
Non- sense 2
Site d’épissage 2
Insertion 1
Variation intronique 2

Les mutations
ponctuelles;
12%

Grandes
duplications ;
2.4%

Grandes
délétions;
85.5%

Figure 24. Distribution des mutations chez nos patients.
4.1 Analyse de grandes délétions et duplications

La combinaison de la PCR m décrite par Chamberlain et al., (1988) et Beggs et al.,
(1990) (Figure 25), la PCR semi quantitative, PCR digitale et la technique de MLPA pour
I’analyse de 79 exons du géne DMD a permis de révéler la présence de réarrangements

complexes dans le géne DMD (figure 24).

Les grands réarrangements (définis par une délétion ou une duplication touchant au
moins un exon dans sa totalité) ont été retrouvés chez 73 patients, représentant 87.9% des

mutations identifiées chez nos patients (Tableau 4). L’analyse des délétions chez les patients
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a montré que leur nature était tres hétérogene, en effet on a identifié 38 types de delétions, les
plus fréquentes étaient les délétions isolée de I'exon 45, observées chez 7 patients (9.8%),
suivies de délétions des exons 45-48 (7%). Les exons fréquemment ciblés par les délétions
étaient les exons 48, 47, 46, 50 avec un nombre respectif de 29/71, 27/71, 26/71 et 25/71 fois,
correspondant a des fréquences de delétions de 40.8%, 38%, 36.6% et 35.2% respectivement
(Figure 26).

L’étendue des délétions varie de la délétion d’un seul exon jusqu’a un maximum de 50

exons (délétions allant de promoteur Pm 427 a I’exon 50). Elles sont répartir comme suit ;

> Délétion d’un exon unique présente chez 14 patients (19,71%) dont 50% avaient
une délétion de 1’exon 45.

> Délétions multiples d’exons présentes chez 57 patients (80,28%) dont (22,80%)
ayant une délétion de 4 exons, suivi par I’absence de 3 exons 19,29% et 2 exons
17,54%.

La distribution des délétions au sein du géne n’est pas aléatoire (Figure 26, Figure 27).
On distingue deux points chauds délétionnels, 1’un distal (exons 45 a 55) et majoritaire
regroupant 83% des délétions, et un second minoritaire situé dans la région proximale du géne
(exons 2 a 20) ou I’on retrouve 19,7% des délétions. L’atteinte en dehors de ces deux points
chauds est rare. Deux patients présentaient une grande délétion couvrant les deux points
chauds du géne DMD. De plus, la technique MLPA a permis de révéler la présence de deux
cas de délétions non contigués, l'une se trouvant dans les exons 35-37 et 40-43, et l'autre se

trouvant dans I'exon 4 et I'exon 48.

Les résultats montrent également que la longueur de la région délétée dans le site
proximale (point chaud proximal) était relativement importante, tandis que pour le site distal
(point chaud distal) les délétions étaient de moins grande importance avec seulement 3-4

exons en moyenne.

Dans notre étude, les duplications ne représentaient que 2,4% des mutations, les deux
localisées au début du gene DMD, l'une était une duplication de I'exon 2 et a donné lieu a un
décalage de cadre de lecture, l'autre était une duplication des deux exons 3 et 4 mais sans effet
(restauré) sur la phase de lecture (in frame).
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Figure 25. Identification des délétions dans le géne DMD par PCR multiplexe. (A) Analyse des
exons 3, 43, 50, 13, 6, 47, 60, 52 et Pm ( MIX 11), (B) Analyse des exons 45, 48, 19, 17, 51, 8, 12, 44,
4 et 46 (MIX 1). (C) Analyse des deux MIX | et MIX I1. (D) Les exons fréquements délétés amplifiés

par PCR multiplex selon Chamberlain et Beggs dans le diagnostic de DMD/BMD (Chamberlain et
al., 1988 ; Beggs et al., 1990).
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Figure 26. Fréquence des délétions chez nos patients
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Figure 27. Représentation schématique de type de délétions retrouvées chez nos patients. Les exons
délétés sont représentés par des barres horizontales. Le nombre a la fin de chaque barre représente le
nombre de cas avec une délétion identique. Les délétions sont regroupées en deux points chauds : dans
la région proximale du gene s'étendant des exons 2 a 20 et l'autre dans la région centrale s'étendant des

exons 45 a 55.
4.2 Mutations ponctuelles

Les patients sans délétions et duplications ont été soumis a une analyse directe et compléte
de tous les exons par NGS pour la détection des mutations ponctuelles. Les résultats
montraient que les mutations ponctuelles concernaient 10 patients (12%). Nous avons noté
tous les types de mutations ponctuelles Elles étaient réparties tout au long du gene, ce qui
impose de cribler la totalité des 79 exons (soit 11kb de séquence codante) pour les identifier
(Tableau 5).

Les mutations non-sens representaient 20% des petites lésions. 11 s’agissait dans tous les
cas d’une transition, qui implique une substitution cytosine par une thymine (C—T). Les
résultats montrent également la présence de 2 mutations de sites d'épissage (20%) situées dans
les dinucléotides hautement conservés du site (site consensus) respectivement AG / GT des
sites d'épissage naturels au niveau des introns 21 (¢.2840+2A>C) et 65 (c.9563+1 G>T) .

Les mutations faux- sens représentaient 30% de mutations ponctuelles, Elles sont

localisées au niveau du domaine N-terminal de la dystrophine (aa 14 a 20 codés par les exons

49



RESULTATS

2 a 8) impliqué dans la liaison avec I’actine-F, ou au niveau de la région C-terminale dans le
domaine riche en cystéine (aa 3056 a 3408 codés par les exons 62 a 70), et notamment le
domaine ZZ (exons 68 a 70) qui participe a I’interaction de la dystrophine avec le beta-
dystroglycan (Figure 1). Dans la région C terminale, les mutations faux-sens sont

principalement associées a un phénotype DMD.

L’¢étude des mutations montre la présence d’une insertion d’un nucléotide A dans 1'exon
44. Cette duplication a produit un décalage de cadre de lecture (hors-phase ou frameshift) en
position 6386 et a provoqué I'apparition d'un codon stop au codon 2130 (p.Thr2130AspfsX)
dans le domaine distal du géne (tableau 5).

L’analyse par NGS a permis de détecter également des événements plus exceptionnels,
tels que les variations introniques (20%) dans les introns 38 (c.5448+9G>T) et 58
(c.8668+26C>A).

4.3 Nouvelles mutations

L'analyse de la séquence de I'exon 39 a montré la présence d'une mutation faux- sens
survenue au nucléotide 5464, il s’agit d’une substitution, G en A a la position 5464 (5464G>
A), changeant 1’acide aminée Gly en sérine (Gly1822Ser) dans le domaine centrale du gene au
niveau de la répétition : R14 (liaison a I'actine - ABD2). Cette mutation nucléotidique a été la
premiere décrite dans le cadre de cette étude et n’est pas connue dans les bases de données
internationales (Leiden data base http/www.dmd.nl/). Cette variation serait en accord avec le
phénotype BMD (Tableau 5).

L’analyse par MLPA a révélé un manque d'amplification des exons 35-37 et 40-43
correspondant a la délétion non contigué c.4846-?_5325+?del et ¢.5587-?_6290+?del (
délétion des exons 35-37 et 40-43) dans le géne DMD. Cette délétion cause un décalage du
cadre de lecture (frameschift ou out of frame). En introduisant un codon stop prématuré dans

le gene DMD. Ce génotype identifié est compatible avec le phénotype DMD.

Le NGS a révélé la variation hémizygote 5448 + 9G> T dans l'intron 38 du gene DMD.
Cette variation intronique n'a pas été decrite auparavant dans les pages de la base de données

Leiden sur la dystrophie musculaire (Tableau 5).
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Tableau 5. Mutations ponctuelles identifiées chez nos patients.

N° Age  Phenotype Exon/ Modification  Type de mutation Acide amine

De Intron nucléotidique
début
1 24 BMD EQ9 €.883C>T Nonsense p.Arg295X
2 4 DMD E 13 €.1594C>T Nonsense p.Gln 532X
3 11 BMD E 39 €.5464G>A Faux-sens* p.Gly1822Ser
4 2 DMD E 19 €.2378A>G Faux-sens p.Asn793Ser
5 11 BMD EG6 c.503 C>A Faux-sens p.Alal68Asp
6 4 DMD 165 €.9563+1 G>T Canonical splice site /
7 3 DMD E 44 €.6386dup A Insertion p.Thr2130AspfsX5
(frameshfting)
8 3 - 158 €.8668+26C>A  Subdeepintronic -
variation
9 2 DMD 138 €.5448+9G>T Subdeepintronic -
variation
10 5 DMD 121 €.2840+2A>C Canonical splice site -

* Nouvelles mutations non reportées dans la base Leiden Open Variation Database.

4.4 Corrélations phénotype/génotype (Tableau 6)

Dans notre série 1’étendue de la délétion ou le nombre d’exons concernés est sans rapport
avec la gravité de la maladie puisque de tres grandes délétions peuvent étre observées dans la
forme modérée de type BMD, et qu’a I’inverse la délétion d’un seul exon peut entrainer une
forme grave de type DMD, notamment la délétion de I’exon 45, délétion la plus fréquente

chez les patients avec DMD.

Selon la régle de Monaco, nous avons observé 54 mutations out of frame (OF) et 26
mutations in frame (IF). Dans notre cohorte, la régle de Monaco s’est avérée justifiée applique
a 98.7 %. Une exception de la régle a été notée chez un patient de phénotype DMD présentant
une mutation qui maintient le cadre de lecture (in frame). Il s’agit d’une délétion des exons 8
— 19, cette mutation maintient le cadre de lecture, mais le patient présentait un phénotype
DMD avec un age de début a 3 ans, avec un retard de I’acquisition de la marche, un déficit

moteur précoce (age de 3 ans) et un age de la perte de la marche a 8 ans. Ce patient a un frere
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qui présente la méme mutation mais la progression de la maladie est plus bénigne (marche

encore a I’age de 13 ans).

Tableau 6. Corrélation phénotype/génotype.

RESULTATS

DMD/IMD BMD P value
Nombre de patients 66 29
Age moyen de début 4,19+1.71  7.27+£4.98 0.001
Perte de la marche 48.5% (32) 17.2% (5) 0.004
Age de la perte de lamarche 968+252 234%7,4
Hypertrophie des mollets % 81.8% (54) 68.9% (20) 0.164
(n)
Macroglossie % (n) 37.8% (25) 31% (9) 0.522
Scoliose % (n) 15.1% (10) 3.4% (1) 0.101
Hyperlordose % (n) 33.3% (22) 31% (9) 0.826
Rétractions musculo- 43.9% (29) 31% (9) 0.237
tendineuses % (n)
Troubles respiratoire % (n) 18.1% (12) 27.5% (8) 0.300
Troubles cardiaque % (n) 16.6% (11) 10.3% (3) 0.423

(n) nombre des cas.

La comparaison clinique entre les 2 groupes de patients n’a montré aucune différence
significative pour tout les parameétres cliniques (P>0.05). Cependant, on remarque que 1’age

de la perte de la marche est plus précoce dans le groupe DMD.

52



Discussion

52



DISCUSSION

Nous rapportons 1’analyse phénotypique et genotypique de 102 patients de phénotype
DMD/BMD appartenant & 83 familles toutes de I'Est Algérien avec une proportion
majoritaire de la wilaya de Constantine.

1. Donnés phénotypiques

Trois formes cliniques ont été identifiées avec une proportion élevées de DMD (77.1 %),
suivie de BMD (34.9%) et de IMD (2.4%) rejoignant ainsi les grandes séries de la littérature
(Bensghier, 2006 ; Mohammed et al. 2018 ; Elhawary et al.2018).

1.1 Données cliniques

Dans notre étude, la plupart des patients ont signalé leurs premiers symptdmes a un age
moyen de 4 ans et 9 mois avec des extrémes allant de 1.8 a 24 ans (4.19 + 1.72 ans chez les
patients DMD et 7.27 + 4.98 ans chez les patients BMD). L’age moyen de diagnostic était de
10 ans et 8 mois et variait de 3 a 37 ans (8.88 + 4.14 ans chez les patients DMD et 16.39 +
7.99 chez les patients BMD). Dans une étude menée sur 68 enfants atteints de DMD nés en
Autriche orientale, Hauser et al. (1993) ont rapporté un age moyen de début des symptémes
de 3,1 ans. Cependant Dey et al. (2015) ont rapportés que chez 80% des patients, I’age des
premiers symptdémes est de 5 ans. Une autre étude réalisée sur 356 patients marocains de
phénotype DMD/BMD a rapporté un age moyen de début des signes a 5.53 ans tandis que
I’age de diagnostic était de 10,38 ans. Le délai de diagnostic de nos patients est de 4.80 £3.07
ans avec un retard de diagnostic de 4.35 £ 2.75 chez les patients DMD et 5.72 + 3.02 chez les
patients BMD. De nombreuses autres études ont également signalé de longs retards dans le
diagnostic des DMD / BMD, avec un retard moyen compris entre 2 et 5 ans (Araujo 2004 ;
Soim et al., 2018). Les données de la littérature, provenant de différents pays, montrent que
I'age moyen au diagnostic se situe toujours en moyenne entre 4,2 et 5 ans chez les patients
DMD. Dans une étude italienne, I'age moyen au moment du diagnostic était plus précoce de
41 mois (3,5 ans), environ 10 a 12 mois de moins que I'age rapporté dans les autres études
(D’amico et al., 2017).

La différence entre nos resultats et les données précédemment publiées est
probablement liée au fait qu'en lItalie par exemple, les tests sanguins, y compris les
transaminases, et souvent les CPK, sont fréquemment dosés chez les enfants. Une fois que le

niveau élevé de CPK est détecté, les garcons sont souvent reférés directement a un centre de
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soins spécialisé et cela explique probablement la durée plus courte pour atteindre le diagnostic
dans ces cas. Méme lorsque le signe de présentation était différent, comme des retards de la
marche, les niveaux de CPK étaient la premiere et souvent la seule enquéte effectuée par des
médecins, et cela a rapidement conduit a I'enquéte appropriée pour la DMD (D’amico et
al.,2017). La réalisation d’un dosage sérique du taux de CPK a donc été proposée dans le
bilan d’évaluation standard de retard psychomoteur chez les garcons, étant donné la simplicité
et la rapidité de cet examen (Essex et Roper, 2001 ; Ciafaloni et al., 2009 ; Michalson et al.,
2011).

Il est intéressant de noter que dans notre cohorte, I'&ge moyen au diagnostic des cas
familiaux est inférieur a celui des cas sporadiques 31 mois (contre 41 mois dans les cas
sporadiques). Cela pourrait refléter la détection précoce dans les familles du diagnostic d’un

deuxiéme fils cadet atteint.

Dans notre étude, 1’examen neurologique a mis en évidence dans tous les cas un déficit
moteur des quatre membres a prédominance proximale, associé a une hypertrophie des
mollets dans 82.79%. La scoliose est une complication fréquente de la DMD car les muscles
du tronc s'affaiblissent, généralement aprés la perte de la marche. Nos résultats montrent que
11.82% des patients ont développé une scoliose. La scoliose peut étre retardée par un
ajustement approprié du fauteuil roulant ou un traitement stéroidien. La correction
chirurgicale de la scoliose peut améliorer la fonction respiratoire, la stabilité de la position
assise dans le fauteuil roulant, la prévention des escarres et la qualité de vie (Shapiro et al.,
1992). Pour cela, la consultation orthopédique annuelle est précieuse et vitale si la courbure

vertébrale dépasse 20 degrés.

La répartition des différents signes de début dans notre cohorte est en conformité avec
I’histoire et I’évolution naturelle des formes classiques de ces pathologies, il s’agit
d’altération de la marche et des chutes répétitives aboutissant a la perte totale de la marche a
moyen et long terme. Ces résultats sont semblables a ce qui sont décrits par plusieurs auteurs
avec des fréquences plus ou moins variables (Marshall et Galasko, 1995 ; Bushby et al.,
1999 ; Mohammed et al., 2018 ; Araujo et al., 2004). En effet le retard d'acquisition de la
marche et ses difficultés constituaient les premiéres anomalies reconnues par les parents. De
plus la fréquence relativement élevée du retard a la marche et du langage observés chez 43 %
de nos patients, constituent des signes cliniques révélateurs de DMD/BMD. Motivant la
réalisation systématique du dosage sérique des CPK, qui est indiqué dans le bilan d’évaluation
standard du retard psychomoteur des gargons (Bushby et al., 2010 ; D’amico et al., 2017).
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1.2 Données paracliniques

Au début de la maladie, le taux des CPK peut étre extrémement éleve, en raison de la
lyse musculaire massive (Fernandez et al., 2010). Cependant, en fin d'évolution, lorsque le
nombre de fibres musculaires restantes est faible et en raison de la grande involution
fibroadipeuse, le taux des CPK est beaucoup plus faible (le taux de CPK diminue de 20% par
an) (Sifi, 2017). Dans notre étude (94.6%) des patients avaient un taux de CPK élevé (jusqu’a

123 fois la normale).

L’EMG a été réalisé chez tous nos malades et a montré une atteinte musculaire.

L’EMG reste un moyen de diagnostic non spécifique dans le diagnostic de DMD et BMD.

Ces résultats permettent de conclure que le dosage de la CPK est un examen permet de

dépister toute affection musculaire quelle que soit son origine.

La biopsie musculaire reste trés utile au diagnostic des DMD/BMD en 1’absence de
cas confirmés génotype par analyse génétique dans la famille. Elle fait partie des examens de
premiére intention dans le diagnostic de beaucoup de maladies musculaires. La biopsie
musculaire permet d’affirmer la dystrophie musculaire : c¢’est-a-dire 1’association
morphologique des 1ésions de nécrose (fibres pales a 1’hématoxyline-eosinesafran), de

régénération (fibres petites et basophiles) et d’une fibrose.

L’immunohistochimie et le Western blot possedent une valeur diagnostique majeure
pour la dystrophie musculaire de Duchenne et Becker, en particulier dans les cas ou les tests
de génétique moléculaire ne conduisent pas a un diagnostic définitif. En Algérie, le probléeme
qui a limité notre étude et qui sert a retarder le diagnostic de DMD et BMD c'est le manque de
structures adéquates pour la réalisation de ces examens, tandis que tous nos patients (9

patients) ont été réalisées a I'étranger.

Les manifestations cardiaques sont constantes aprés 20 ans (Mertens et al., 2008 ;
Sifi, 2017). Elles sont identique dans toutes les formes de dystrophinopaties
(DMD/BMD/IMD), seul le profil évolutif peut varier, ils sont présent chez environ 90% des
patients DMD / BMD, Néanmoins, ne sont pas la cause de décés que chez 20% des patients
DMD et 50% des patients BMD (Finsterera, 2003). Les manifestations cardiaques sont
dominées par les cardiomyopathies dilatées (Kamdar, 2016). La cardiomyopathie doit étre
recherchée de manicre biannuelle apres 1’age de 10 ans. En effet elle affecte un tiers des

patients a I'dge de 14 ans et est présente chez tous les patients de plus de 18 ans. Cependant,
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une atteinte cardiaque préclinique est présente chez 25% des patients de moins de 6 ans
(Nigro et al., 1990, Kamdar, 2016). Malgré la fréquence élevée de l'atteinte cardiaque, la
plupart des garcons sont relativement asymptomatiques en raison de l'inactivité physique (Yiu
et al., 2015). Une étude ayant porté sur 337 patients montre que 125 (37%) cas présentent une
cardiomyopathie, elle est précoce, avant I’age de 14 ans chez 33/125 (26,4%) patients, tardif
apres 1’age de 20 ans chez 32/125 (25,6%) patients (Humbertclaude, 2011). Nos résultats
montrent un pourcentage faible de 15% de cardiopathies car nos enfants sont jeunes. Nos
résultats sont en accord avec les données de la littérature dont celles de Nouioua a Alger
(2013) qui a objectivé un pourcentage de 17.36% de cardiopathie (13/75 cas) (Nouioua,
2013).

L'insuffisance respiratoire chronique secondaire a une maladie pulmonaire restrictive
est universelle chez tous les phénotypes DMD/IMD/BMD. Les troubles ventilatoires semblent
corréler avec 1’age puisque la capacité vitale augmente jusqu'a environ 12 ans, puis diminue
de 4 a 8% par an chez les patients DMD (McDonald et al., 2018). Chez nos patients
I’insuffisance respiratoire est de sévérité variable. Elle a été retrouvée dans 27.95% des cas et

ayant entrainé le déces.
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2. Données génétiques
2.1 Les antécédents familiaux et consanguinité

L analyse de I'ensemble des arbres généalogique a indiqué dans tous les cas un mode de
transmission récessif 1ié a I’X avec une fréquence de cas familiaux estimée a 37,8 % et de cas

sporadique a 62,2 %.

Nos résultats ne concordent pas avec les données de la littérature qui estiment les cas
sporadiques a environ 30 a 40%. Cependant, nos résultats tendent a se rapprocher a ceux de
Li et al. (2015) avec un taux de cas familiaux de 23,1%. Il est a rappeler que les résultats
d’une étude précédente réalisée par Bensghier (2006) sur des patients de I'Est Algérien ont
montré une prévalence de cas familiaux de 61% contre 39% de cas sporadiques. La
diminution du nombre de cas familiaux dans notre étude est probablement due a la

connaissance et a la sensibilisation accrue des parents aux maladies génétiques.

Nous rappelons que les mutations de novo affectant le gene DMD demeurent fréguentes et
devraient étre intégrées dans le cadre de 1’approche de dépistage qui viserait a cribler les
meéres porteuses conductrices dans notre population. Le taux de consanguinité dans notre
étude était de 32,87 %, se rapprochant de la moyenne rapportée dans la population générale
algérienne (38,3%) (Enquéte sur la consanguinité en Algérie, 2007). Il est important de
reconnaitre que le pourcentage de la consanguinité reproduit dans notre étude se réfere
uniquement aux relations qui remontent a la génération des grands-parents. Les mariages
intrafamiliales entre couples apparentés comme cousins au deuxiéme degré ou plus proches
représentent actuellement environ 20 a 50% de tous les mariages dans les pays arabes (Hamamy et
Bittels, 2010), par exemple le taux global de consanguinité en Arabie Saoudite est de 57,7%,
allant de 34 a4 80,6% (Mohammed et al., 2018).

2.2 Analyse des mutations

L'analyse mutationnelle de nos patients a montré un taux de mutation relativement
élevé avec un spectre de mutation extrémement hétérogene. Cette forte hétérogénéité
mutationnel est due a la taille énorme du gene DMD du fait de la présence de tres grands
introns. En effet le taux de délétion a été observé dans 71/83 familles (85,5%). Nos résultats
sont similaires aux résultats d*Abdelhady et al. (2019), qui ont mis en évidence un taux de
délétion de 86% chez les patients saoudiens. Cependant, les résultats d'autres pays arabes ont

rapporté un taux de délétions plus faible comparativement aux résultats de notre étude (El
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kadri et al., 2020 ; El Sherif et al., 2007 ; Effet et al.,2002 ; Mohammed et al.,2018). En
outre, d’autres études menées dans d'autres pays non arabes ont révélé un taux de délétion
plus élevé chez leurs patients (tableau 7). Ceci pourrait étre expliqué par de nombreux
arguments, telle que la méthode d’analyse génétique car la majorité des études arabes
n’utilisent que la méthode par PCRm qui n’explore que les 20 exons considérés comme point
chauds nous rappelons 1’étude égyptienne de El Sherif en 2007 (El Sherif et al.,2007 ) et
Effet en 2002 (Effet et al., 2002), ainsi que 1’étude marocaine de Shiti réalisée en 2002 (Sbiti
et al., 2002). La différence dans les fréquences pourraient également étre secondaire a la
région géographique, a la race et a la taille de I'échantillon (Li Y et al., 2016 ; Lee et al.,

2012), mais ces hypotheéses devraient étre confirmées par d'autres études détaillés.

Tableau 7. Fréguence de délétions, de duplications et des mutations ponctuelles des DMD/BMD dans

le monde.
Pays N patients Délétion % Duplication Mutations ponctuelles
% %

France 2046 68.6% 10.5% 22.7%

Tuffery-Giraud et al., DMD/BMD

2009

Singapour 140 65.5% 9.7% 21.4%

Tomar et al., 2019 DMD/BMD

Japan 1497 DMD/BMD  DMD/BMD DMD/BMD

Nakamura et al.,2013 DMD/BMD 61.4% /79% 13.6%/4.8% 24.5%/14.3%

India 83 79.5% 7.2% /

Manjunath et al., 2015 DMD/BMD

Spain 576 70.5% 11.1% 18.2%

Juan-Mateu et al., 2015  DMD/BMD

Notre étude 73 83.5% 2.7% 13.7%
DMD/BMD

Chine

Ma P et al., 2018 1042 72.2% 8.8% 18.9%
DMD/BMD

Wang D et al., 2019 70 75.8% 6.5% 17.7%

Kong X et al., 2019 1051 70.41% 8.28% 19.12%

Norway 94 64% 18% 18%

Annexstad EJ.,2019
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Contrairement aux donnees de la littérature telque la base de données Leiden, base de
données TREAT-NMD DMD Global, base de données UMD-DMD et d'autres études
(Elhawary et al., 2018 ; Ma et al., 2018 ; Vieitez et al.,2017) nos résultats ont révélé un
faible taux de duplications (2,7%),

Conformément aux études précédentes (Zhao et al., 2018 ; Bladen et al.,2015), nous
avons noté une distribution non aléatoire des grandes délétions. En effet elles étaient
regroupees en deux régions du géne ; hotspots, dans la région proximale (19,7%) et 83% dans
la région distale du géne. De nombreuses études ont montré que les délétions dans le gene
DMD étaient plus susceptibles d'étre dans le point chaud distal, mais les duplications se
produisaient le plus souvent prés de l'extrémité 5° du geéne (Mohammed et al.,2018 ;
Takeshima et al., 2010).

Dans notre échantillon, les délétions d'un seul exon représentaient 19,7% des cas.
Zhao et al.(2018), Vengalila et al.(2017) et Magri et al. (2011) ont constaté que les
délétions d’un seul exon du gene DMD constituaient 21,3%, 24%, 26% des cas
respectivement. Dans notre travail, I'exon 45 a été I'exon unique le plus fréquemment délété,
tandis que les exons 48, 47, 46 et 49 étaient globalement les plus fréquemment affectés par les
délétions. Parmi les délétions multiexons observees, les délétions des exons 48-50 et des
exons 45-47 étaient les plus fréeguemment impliquée. Le dépistage d'un panel égyptien a
rapporté les mémes résultats, identifiant la délétion de 1’exon 45 comme la plus récurrente
(Elhawary et al., 2004). Dans une étude récente réalisée chez les patients Marocains, il a été
montré que la délétion de ’exon 50 est le plus fréquente suivie par la délétion de 1’exon 48

(El kadri et al., 2020).

L'analyse des séries Indiennes a révelé que les délétions d'exons uniques les plus
fréquentes impliquaient sont celles des exons 45 et 51 (Vengalila et al., 2017). Une autre
étude sur des patients chinois a indiqué que les délétions les plus fréquentes étaient celles de
I’exon 45 et 51 (exons uniques) et 48-50 (multi exon 6,25%), I'exon 47 et I'exon 50 étant les
exons les plus fréquemment affectés par les délétions suivis de I'exon 48 (Zhao et al., 2018).

Nos résultats se rapprochent de ces données.

Dans notre cohorte, les mutations ponctuelles ont été observées chez 12 % des patients
ce qui est en accord avec dautres rapports d'études, ces mutations étaient uniformément

réparties sur toute la longueur du gene DMD (Vieitez et al., 2017 ; Magri et al.,2011).
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Dans notre série, plusieurs types de petites mutations ont été objectivées ; comme les
mutations non sens, les mutations faux sens, petites insertions qui provoquent un décalage de
cadre de lecture, les mutations du site d'épissage qui entrainent un saut d'exon ou une
activation du sites d'épissage cryptiques (Juan-Mateu et al., 2013). Etant donné que, I'exon
pour lequel le site d'épissage accepteur ou donneur est muté ne sera plus reconnu par la
machinerie d'épissage, conduisant a l'exclusion de l'exon de ’ARNm (Juan-Mateu et al.,
2013).

Nous avons également identifié deux mutations introniques dans I'intron 58 et l'intron
38 ; ces variations doivent étre confirmées par analyse de transcription et par analyse de
contréles normaux. Récemment, il a été démontré que des mutations introniques profondes
peuvent conduire a la reconnaissance d'une région intronique comme exon par la machinerie
d'épissage (cryptique ou pseudo-exons) conduisant a son inclusion dans I'ARNm (Zaum et
al., 2017).

3. Correélations phénotype / génotype

La regle de Monaco décrit en 1988 (Monaco, 1988) a montré que le phénotype de
dystrophinopathies n'était pas corrélé a la taille de la délétion mais a la conséquence de la
délétion sur le cadre de lecture, les mutations qui maintiennent un cadre ouvert de lecture dans
le transcrit muté permettent la synthése en quantité normale ou réduite d’une dystrophine
tronquée partiellement fonctionnelle, ceci conduit a un phénotype plus modéré de type
Becker. Cependant, dans le phénotype DMD, les mutations perturbant le cadre de lecture
donnaient un ARN instable et la production d'un niveau presque indétectable de dystrophine
tronquée (Annexstad et al., 2019). Dans notre étude, nous avons observé 54 mutations hors
cadre de lecture et 26 mutations en cadre de lecture. Dans notre cohorte la régle de Monaco
s’est appliquee a 98.7 % des mutations DMD /BMD. Nos résultats soutiennent également les
conclusions selon lesquelles le phénotype final dépend de la préservation du cadre de lecture
ouvert plutdt que de la taille de duplication ou de délétion. Des exceptions a la régle du cadre
de lecture ont été signalées et expliquée par certaines délétions qui ne modifient pas le cadre
de lecture mais touchent les domaines fonctionnels de la dystrophine tel que les domaines de
liaison a I'actine N-terminal ou le domaine riche en Cys affectant la liaison de la dystrophine a
la F-actine ou au R-dystroglycane, respectivement, ce qui altérerait gravement la
fonctionnalité de cette protéine (Juan Mateu et al., 2015 ; LeRumeur, 2015). D’autres

auteurs montrent que les exceptions a la régle du cadre de lecture peuvent en grande partie
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étre expliquees par l'effet de la seconde mutation somatique ou d'autres mécanismes post-
transcriptionnels tels que : décalage du cadre ribosomal, promoteur cryptique, épissage alterné
et édition d'ARN qui peuvent modifier I'impact d'une mutation sur I'expression du transcrit
muté du géne, la majorité de ces mécanismes conduisant a la maintient le cadre de lecture
(Winnard et al., 1993 ; Gangopadhyay et al., 1992). D'autres raisons possibles de
corrélations discordantes génotype — phénotype incluent les duplications en tandem ou la
présence de points de rupture de délétion sur les exons eux-mémes (Tomar et al., 2019).

Dans cette étude une exception de la regle est notée chez un patients DMD présent une
mutation qui maintient le cadre de lecture, il s’agit d’un patient avec une délétion 9-18. Une
explication possible de cette divergence de la délétion des exons 3-44 est que les délétions
dans le cadre a l'extrémité 5 du géne qui code pour I'extrémité N-terminale de la dystrophine,
y compris le domaine de liaison a I'actine, ainsi que celles comprenant a la fois le domaine N-
terminal et le domaine central est connu pour étre associé a un phénotype plus sévere
semblable a la DMD. Nos résultats concordent avec de nombreuses études précédentes ou des
exceptions a la regle du cadre de lecture ont été signalées (Aartsma-Rus et al., 2016 ; Tomar
et al., 2020).

Les mutations non-sens ajoutent un signal d'arrét prématuré qui empéche toute
traduction ultérieure du gene DMD, aboutissant généralement a un allele nul et sont
généralement associées au phénotype DMD. Cependant, dans notre étude, un cas de mutation
non-sens a provoqué le phénotype BMD. Cette observation a été également rapportée par
d'autres chercheurs, qui ont identifié que les mutations non-sense qui provoquent le phénotype
BMD étaient probablement en rapport avec un saut d'exon. Ces auteurs confirmant que les
mutations non-sens qui affectent le site d'initiation de I'exon (la perturbation critique de I’ESE
« exonic splicing enhancer motifs » ou la création de I’ESS « Exonic Splicing Silencer motifs
» peuvent jouer un rdle significatif dans la détermination du phénotype (Flanigan et
al.,2011 ; Juan-Mateu et al ., 2013 ; Okibo et al., 2020).

Une grande étude ayant porté sur 2593 patients, montre une distribution non aléatoire
des mutations associées a la BMD au sein d'exons sélectionnés et que la position de mutation
nonsense peut étre predictive du phénotype (Torella et al., 2020). L’analyse des données de
I’étude de Torella et al, a montré que certaines mutations non-sens dans les extrémités 5” et
3’ du géne provoquent un phénotype BMD et que les mutations dans les exons adjacents dans
la partie centrale du géne, avaient des conséquences phénotypiques completement différentes.
Par exemple : les mutations non-sens dans les exons 25, 31, 37 et 38 provoquent la BMD,
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tandis que les mutations qui touchent les exons 30, 32, 34 et 36 provoquent un phénotype
DMD (Torella et al., 2020).

En théorie, les mutations faux-sens n’affectent pas I’hypothése du décalage de cadre de
lecture et sont associées au phénotype Becker. Tandis que trois mutations faux-sens distinctes
ont été identifiées chez nos patients de phénotype DMD : une localisée dans le domaine ABD
(domaine de liaison a l'actine) et deux dans le domaine CRD de la protéine. Des rapports
antérieurs ont montré que les mutations faux-sens dans le domaine de liaison a I'actine de la
dystrophine (la région N-terminale), induisaient une instabilité thermodynamique des
molécules de dystrophine et une agrégation de protéines (Deburgrave et al., 2007). De plus,
Henderson et al. (2010) ont démontré que la mutation faux-sens p.Alal68Asp et d'autres
mutations localisées dans CH2 (domaine ABD), associées a la BMD, augmentaient

I'agrégation et la dénaturation des protéines sans altérer I'affinité de liaison a l'actine.

D'autres études biologiques sont néecessaires pour clarifier la base sous-jacente aux

phénotypes inattendus chez nos patients.
4. Thérapie

Ces dernieres années ont vu le développement de nombreuses thérapies spécifiques de
mutation afin de restaurer la production de protéines de dystrophine. Ces thérapies
comprennent des stratégies de saut d'exon, d'arrét de lecture de codons et de modulateurs

d'utrophine.

Le ciblage des exons 8, 43, 45,46, 50, 51, 52, 53 et 55 individuellement a été prédit pour
aider a sauver le cadre de lecture chez les patients atteints de DMD. Nous avons trouvé que
43,6% (31/71) des patients dystrophinopathiques algériens porteurs de délétions étaient
éligibles pour interventions thérapeutiques ciblant le saut d'exon 43, 46, 51, 53 et 45 (Tableau
8)

Il convient également de noter qu'une proportion importante de nos patients, c'est-a-dire
4.9 % avec des mutations non-sens, pourraient potentiellement bénéficier de thérapies de
translecture des codons stops utilisant des composeés a petites molécules comme Ataluren ou
Translarna ™ (PTC Therapeutics, Etats-Unis). Ataluren avait une activité clinique et un profil
de sécurité favorable et représentait une avancée importante dans le traitement personnalisé et
génetique des mutations non-sens (Bushby et al., 2014 ; Muntoni et al., 2019 ; Gogou et al.,
2020).
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Tableau 8 L'applicabilité du saut thérapeutique de I'exon 43, de I'exon 55, de I'exon 46, de
I'exon 51 et de I'exon 53 pour les patients atteints de DMD avec mutation de délétion

Saut d’exon

Nombre de patients

applicabilité de
Thérapie (%)

Exon 43
Exon 45
Exon 46
Exon 51
Exon 53

1.4 %
9.8 %
9.8%
14 %

8.4 %
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La dystrophie musculaire de Duchenne et de Becker (DMD/BMD) sont secondaires a une
anomalie quantitative ou qualitative de dystrophine codée par le gene DMD. Il est localisé sur
le bras court du chromosome X en Xp21 de transmission récessifs liés a I'X. Elles affectent
1/4000 garcons dans le monde. Les garcons DMD sont généralement affectés par des
mutations hors cadre qui n'entrainent aucune production de dystrophine, tandis que les
garcons qui souffrent de BMD sont généralement affectés par des mutations en phase qui se
traduisent par de faibles quantités de dystrophine partiellement fonctionnelle.

L’analyse histochimique, le western blot de la dystrophine du géne DMD permettent de
confirmer définitivement le diagnostic de dystophinopathies et de différencier la DMD de la

BMD dans la plupart des cas

Les résultats de notre étude, sont classiques et corroborent les grandes séries mondiales
rapportées dans la littérature en termes de symptémes initiaux, d'dge de la perte de la marche

et d'atteinte cardiaque et respiratoire.

La recherche des mutations dans le géne DMD par les trois techniques ; PCRm, MLPA
et NGS, a permis de poser un diagnostic direct de DMD/BMD chez nos patients.

e la technique de PCR multiplex : reste une bonne stratégie de premiére ligne dans le
systeme de santé publique avec un bon rapport colt / bénéfice

e Le MLPA, PCR multiplex semi quantitative et la PCR digitale soit des techniques
sensiblent pour la détection des mutations et particulierement les délétions et les
duplications.

e la stratégie NGS ciblée utilisant différentes plates-formes qui avérée étre un test
particulierement utile et plus précis pour diagnostiquer les dystrophinopathies grace a
la détection du spectre de mutation du gene DMD malgré sa grande taille. Il présente
les avantages d'un débit élevé, de données abondantes et d'un temps d'analyse réduit

par rapport aux méthodes de criblage conventionnelles.

L’analyse moléculaire montre qu'il existe une grande hétérogénéité mutationnelle dans le
géne DMD chez nos patients et que les délétions constituent le groupe majoritaire avec un
taux de 85.5%. De plus les résultats ont permis de conclure que les délétions avaient une
distribution non aléatoire et sont concentrée dans deux régions (points chauds), la premiere de
I’exon 44 a 53 (région distale) avec un pourcentage de 81%, la deuxiéme se situe entre 1’exon

1 et 20 (région proximale) avec un pourcentage de 12%.
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Nous avant pu souligner que ni le type de mutation (délétion, duplication ou mutation
ponctuelle) ni la taille de délétion ne pouvaient a eux seuls rendre compte de la variabilité du
phénotype DMD ou BMD ou d’une quelconque corrélation phénotype / génotype .Cependant
la recherche permis d’établir des liens étroits entre 1’anomalie moléculaire et le tableau
clinique (hypothese de Monaco). Selon cette hypothése, les délétions perturbant le cadre de
lecture entrainant un phénotype sévere (DMD) alors que les délétions respectant le cadre de
lecture, entrainerait un phénotype Becker.

Les corticoides par voie genérale en particulier la Prédnisolone et le Deflazacort
semblent améliorer d’une maniére transitoire les fonctions motrices et cardiaques .Plus
récemment, les premiers essais cliniques réalisés chez 1’étre humain en utilisant les techniques
du saut d’exon ou de la translecture des codons stop semblent tres encourageants.
L’amélioration de la prise en charge de ces deux affections a fortement amélioré la qualité et

I’espérance de vie des patients.
Nos perspectives sont nombreuses

1- Recruter un plus grand échantillon de patients

2- Participer a la mise en place des techniques génétiques gold standard dans le
diagnostic des dystrophinopathies a savoir la MLPA et le NGS, surtout que I'Algérie
fait partie des pays au monde ayant des taux de consanguinité élevés et donc un risque
élevé de maladies héréditaires récessives. En plus, nous devrons peut-étre choisir de
passer directement du PCRm au NGS malgré son exigence élevée pour un diagnostic
géneétique plus précis des dystrophinopathies. Dans le méme temps, les prix des
panneaux NGS et des consommables diminuent, devenant de plus en plus abordables.
L'introduction de la technologie NGS et MLPA pour le diagnostic des
dystrophinopathies a augmenté la détection des mutations du géne de la dystrophine
chez les patients avec mPCR négatif et a réduit le délai d'exécution et le colt de
plusieurs tests de diagnostic.

3- Participer a mettre en place des méthodologies alternatives telles que
I’immunohistochimie et le Western blot pour la confirmation de diagnostic.

4- Participer a mettre en place un registre des dystrophinopathies a Constantine, ce
registre recense les données cliniques et génétiques des patients atteints de dystrophie
musculaire de Duchenne suivis en consultation pluridisciplinaire neuromusculaire en
Algérie. L’établissement de registre est utile pour augmenter les connaissances sur les
antécédents naturels de la maladie, pour le conseil génétique et pour le recrutement de

65



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

patients atteints de dystrophies musculaires de Duchenne et de Becker dans des essais
cliniques.

5- Participer & mettre en place une base de données génétique afin de répertorier toutes
les mutations observées en Algérie.

6- Créer un réseau international dans le diagnostic des maladies neuromusculaires
(MNM).
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Annexe 1

Séquence de la protéine dystrophine (NP_003997.2)
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Annexe 2

Centre Hospitalo- universitaire Pr . SIFI
BENBADIS Constantine
Service de neurologie

Questionnaire DMD et BMD

Date : Numeéro de dossier :
Nom : Prénom :

Sexe : Age :

Date de naissance : Téléphone :
Adresse :

- Propositus : []oui non [

- Diagnostic :

- ATCDS :

Cas similaire dans la fratrie :
Cas similaire dans la famille :
- Retard a la marche :

- Retard du langage :

- Age de début :

- Signe de début :

Anomalie de fonction motrice :
Difficultés a la marche:

Difficultés a la montée les escaliers:
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Difficultés a la course:

Signe de Gowers:

- Age de la perte de la marche :
<13 ans

Marche possible au-dela de 16 ans
Perte de la marche entre 13 et16 ans
- Hypertrophie des mollets :

- Macroglossie:

- Scoliose:

- Hyperlordose:

- Rétractions de membres:

- Troubles de la respiration:
Capacité vitale forcé CVF :

- Atteint cardiaque :
Cardiomyopathie :

Trouble du rythme cardiaque :

- Troubles cognitifs :

Retard Montale :

Syndrome autistique :

Troubles psychotiques :
Epilepsie :

- Echelle D’ Archibalt et vignos:
CPK:

EMG:

Résultats génétique:

Arbre généalogique:
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Annexe 3
CONSENTEMENT ECLAIRE POUERE UN EXAMFEN DES
K, | ) CAFACTERISTIQUES CENETIQUES A DES FINS MEDICALES
{decrat n°2008-321 du 4 zvil 2008, amrate du 27 mai 2013)
IDENTIFICATION DU PATIENT IDENTITE DU TITULAIEE DE L'AUTORITE
FARENTALE SIMINEUR
MO - TIORI -
Drénorm : Pranom :
Drate de Malssance - Lien avec le patient -

Je snusug:u.e(e,. susnoRuEels), recannaiz avalr etd mformeie) par le Dr..
sur les caractmanues dez examens de gepstique malsculaire :nn;:m.u.utlama]adle IHIEITJE =|:|u.'EEre ou que prassnte(nt) nm (ou
plosisars) membre(s) de ma famills :

Imscrire clairement ke nom de la maladie concernee -

Ce: examens seront realises 3 parkr - ] du prelevement qui m'a ete efectue
| du prelevemnent qui 2 &te pratique sur mon enfant mineur

Je denne mon conseniemernt pouT ce prelevement ef je reconnaiz avoir requ 'ensemble des informartion: conformement 2
Tarticle 11314 du decret n® 2008-321 du 4 avril 2008 du code da la sante publique, parmsttant la comprehension de cet acte
biologique et =a finalite.

[ T'zutorizz Lz conservation illimitzs des produits derives da ce prelevement en vue &' emde: nliterisura:

[ Jern'zatorize pas lz conservation flimites de: produits derives de ce prelevement
Une fois I'#bade temminée, I'utilisaten secondaire des produits derfves de cefs) prelavements par le laboratoire peut éire wtile a
I"'analyze d'zutres personnes (prélévement témoin utile au comrale gualits).

[ T'zutorize cette utilisation secondaire 2prés anpmymisation des données me concamant

[ Ten'autorize pas cette whlization secondaire

La commumication a la commmmants medicale et scisntifique (bases de données acceszibles sur intermet, publications dans des
joumaux scientifiques... ) de domnees mediczles (comprenant evenmellsment des photographie:, radiographiss ot aumss) ot
Zepatigues me -CI:IEII:P.['DEI]J (0w mon enfant mineur) peut evermellement Stre wtile

[ T'zutorise cette communication apres anooymization des dormess me concamant

[ Ten'autorize pas cette whlization secondaire

J'ai compris gue i tne anomalie -enethue pouvant &tre responsable d'une pradispesition ou d'one affection grave 2:t mise en
evidence, je devral permetire la mapsmizsion de cette mformation au reste de ma famille. T'ai &18 averti que mon slence pouvait
leur faire courir des rizques 2ingd gu 'a leur descendance, dés lors que des mesures de prévention, ¥ compriz de conssil gsnatique
ou de soims, pewvent e pmpl}sees Je devrai choisir eptre assurer mei-méme ou auteriser le medecin prescripteur a catte
diffusion d"information génstigue 2ux membres de ma famills.

Conformément 2 la loi informatigne et liberts, je peux exsrcer mon droit d'accés zux dommees qui me comcement par
I'imtermadiaire d"un madecin de mon choix

Fait @ oo e e e e e B e SIGHATUERE

ATTESTATION D' INFORMATION ET DE EECTEIL DE CONSENTEMENT
POUE UNE ANALYSE GENETIQUE A DES FINS MEDICALES

Signature et cachet :

certifie avoir informe le (Ja) patient(s) susnommes) @r les
caracteristiques de |2 maladie recherchee, les moyens de la
detectes, ez pozsibilites de prevention et de fraitement, ot avoir
recueilli le consentement du (de la) patestie) dans le: conditions
de "article n"FL 11314

FAPPEL CONCERNANT LA LEGIELATION

(Condormiment au déoret n3H08-331 du 4 wenl 2EE fivont les condis d= p iption ot dc rizlizstion d= dzz =S nitgqoer d'ums
persomr) :
Lc médecin prescripteus doit sorazress Lz sementement focs, lza Sxekles de |2 preasription = de 'smeatetioe, ot los comptm-s=ndun d'enshazs 2= binoge miskeaks

e of signés A, R 13 -2
:L: lakbarssairc agree realizmi kes o eearmens din ;

dipom=dslap ptio= ot ds 1 dup ip fAce B 115 -2

adresser b compie-ooedn d'enabyac e bilegic midmle commemis of signt por un praticism blc agois a Tarticke R.11514
EXCLUEYEMERT AL MEDEOIN PRESCEIFIELE qei commreniguor lon sfalini de lceames e o Ir.l-m.'l' “mipaes: P cligees 4 I personne congemes dans
Le caadre d'ons conmaliabion sedivideclle | AR R TL31-17
VL2015 - lmypiors par MARLLET Sarah - Roff : PC-GEN- PAl-DEAHIT0 Version : &1 - Fage | s |
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ANNEXES

Annexe 4
Réactif :
-TE 20 :5: (Tris 20 mM, EDTA 5 mM, pH 7.5) auto clavé
Tris : 2.422 g/l
EDTA :1.86 g/l
Ajuster le pH avec HCL 1 N
-TE 10:1: (Tris 10 mM, EDTA 1mM, pH 7.4) autoclavé
Tris : 0.606 g
EDTA : 0.1869 g pour 500 ml

Ajuster le pH avec de ’HCL 1 N

- Tompon de lyse : NaCl 400mM

EDTA 2mM
Tris 10mM
pH 8.2

- Protéinase K :

Protéinase K : 10 mg/ml H20

Conservation aliguote de 1 ml a -20°C, tube entamés a+4°C
- Bleu de Bromophénol (BBP) :

BBP 20mg

Tris 0.5M : 2ml

Glycerol : 5ml

PH 7.5

Qsp 10 ml H20

86



- TBE 10X:
Tris 108g
Acide borique 55¢
EDTA 9.3g
QSP 1L H20
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Annexe 5

Arbres généalogiques (avec les numéros des familles)
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ANNEXES

Annexe 6. séguences des amorces utilisées en PCR multiplex

Amplified| in Reference Llength ]_F'or\‘rart.lf Name
exon |sef (in bp) reverse primer
Dpd27m 1 IBeges 19901 535 (G4AGATCtagacagtggatacataacaaatgeatg |/ PmER
exon | | DEEEs Ao ttctccgaaggtaattgoctocccagatetgagtec '
L —
exon 3 b [Bezss 1990|| 410 tcatee g teatcttcggeagattaa” | ex3-FR
| caggcggtagagtatgccaaatgaaaatca
) - gaacatgtcaaagtcactggacttcatgg / ex4d3-
exon 43 - Beggs 1990) 357 atatatetettacctacCCTTGTCGGTCC FR
- - caccaaatggattaagatgttcatgaat / ex50-
exon 30 i Beggs 1990 271 totctctcacccagteatcacticatag F/R
aataggagtacctgagatgtagcagaaat / ex13-
exonl3 | e |Beees 19901 238 || 100 CTTAAGTTGTTCTTCCAAAGCAG FR
N ccacatgtagGTCAAAAATGTAATGAA _
exon 6 i Beggs 1990) 202 gteteagtaatettettac CTATGACTATGG ex6-FR
) [ ] cgttgttgeatttgtetgtttcag TTAC / exd7-
exond] g |Beges 1990 181 gtctaacCTTTATCCACTGGAGATTTG FR
AGGAGAAATTGCGCCTCTGAAAGAGAACG 60
exon 60 || h |[Beggs 1990) 139 IR
| CTGCAGAAGCTTCCATCTGGTGTTCAGG '
exon 52 i IBeges 1900/ 113 AATGCAGGATTTGGAACAGAGGCGTCC /|| ex32-
- DEEES LR TTCGATCCGTAATGATTGTTCTAGCCTC FR
Amplified exon||in set Reference L.E“gth Furwan.i / Name
(in bp) reverse primer
exon 45 a ||Chamberlain 1990| 547 |[23acaiegaacatcctigtegegac/ || 45 pp
cattcctattagatctgicgocctac
exon 48 b ||Chamberlain 1090 506 |"Eatacatizettasatcccancate [l 40 pp
cctgaataaagtcttcottaccacac
exon 19 ¢ |Chamberlain 1990 450 ||22igecanaagienigasanaaagic ! | 1o pp
ttctaccacatcccattttettcca
" - gactttcgatottgagattactitcee |/ Ry
exon 17 d ||Chamberlain 1990/ 416 aagcttgagatgctetcacCTTTTCC ex]17-F/R
exon 51 ¢ |Chamberlain 1990|| 3gg ||gPaatteectetttagenetettic | |59 pR
ggagagtaaagtgariggtggaaaatc
h - ggcctcattctcatgtictaattag | B
exon 8 f |[Chamberlain 1990\ 360 stectttacacactttacCTGTTGAG ex8-F/R
exon 12 ¢ |Chamberlain 1990|| 331 [[Btagtegectitactiacatecttc /i 1) pp
gaaagcacgcaacataagatacacct
exon 44 h ||Chamberlain 1090 26g |CUEXccatigcmttaccigea Yy g
tccatcaccettcagaacctgatct
exon 4 i [Chamberlain 1990|| 19¢ |[TEcegictalcteciggteagte | )y g
caaagccctcactcaaacatgaage

Exon46 : GCTAGAAGAACAAAAGAATATCTTGTC(ex46-F) et CTTGACTTGCTCAAGCTTTTCTTTTAG (ex46-R)

112



ANNEXES

Annexe 7 : les téchnigues utilisées dans notre étude

1. Séquencage de nouvelle génération :

Le NGS repose sur la génération massive de données de séquences obtenues par des cycles successifs
d’incorporation de nucléotides, et ainsi 1’émission de signaux qui sont ensuite convertis en information de
séquence. Differentes technologies existent actuellement, notamment basées sur un séquencage en parallele
de millions de molécules d’ADN.

Le NGS permet dorénavant d’effectuer 1’analyse de régions d’intérét de grande taille, ce qui n’était pas
possible avec le sequencage « classique » (méthode de Sanger) utilisé depuis les années 1980, en raison de
limitations de colts et de débit de quantités de sequences pouvant étre générées, ce qui restreignait son
application a des approches de séquencgage « gene aprés gene », responsable dans de nombreux cas d’une
longue errance diagnostique. Avec une multiplication des capacités de séquencage dans un rapport de
plusieurs dizaines voire centaines de milliers de fois par rapport au séquencage Sanger, le NGS a permis le
développement de nouvelles stratégies d’analyses mutationnelles, dont trois principales sont actuellement
utilisées :

« Analyse de « listes de génes » ou « panel de génes » : il s’agit de ’analyse simultanée de la
séquence d’un certain nombre de geénes d’intérét (habituellement une ou plusieurs dizaines).
L’approche « panel de génes » est actuellement la plus utilisée en diagnostic génétique, notamment
pour analyser des listes de génes connus comme étant impliqués dans un groupe de pathologies (par
exemples les dystrophies musculaires, ou encore les myopathies ou les neuropathies périphériques
au sens large). Certains « panels de génes » trés larges sont commercialisés et comportent la
majorité des genes répertoriés comme étant impliqués en pathologie humaine (plus de 4 000), dans
la base de données OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man, www.omim.org).

* Analyse « d’exome » (« Whole Exome Analysis/ WES ») : cette approche consiste en I’analyse
simultanée de la totalité des séquences codantes (et bornes introniques flanquantes) de tous les
genes du génome (environ 20 000), correspondant a environ 1 % du génome, soit environ 180 000
exons et 30 millions de paires de bases.

» Analyse du génome dans son intégralité (« Whole Genome Analysis »/WGS) soit 3 milliards
debases, comprenant les séquences codantes et non codantes
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Génération des données de séquengage

ANNEXES

Analyse des données de séquencgage
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Principales étapes de génération et d’analyse de données de NGS.

)

2. Multiplex Ligation dependent Probe Amplification La MLPA permet la détection de remaniements
génomiques de grande taille. Cette technique est utilisée pour la recherche de perte et/ou de duplication
exonique (non visible lors du séquengage).

» Principe de la MLPA

Est basé sur une réaction de ligation de 2 oligonucléotides adjacents, formant une sonde apres leur
hybridation a des séquences cibles spécifiques, ce qui permet d’obtenir pour chaque locus un fragment
amplifié de taille différente et de les quantifier par électrophorese sur un séquenceur. Chaque fragment
peut alors étre visualisé sous forme d’un pic qui selon son amplitude par rapport au témoin, permet la
détection du nombre de copies au niveau de ce locus. MLPA comporte 4 étapes :

Hybridation Apres dénaturation, une dilution d'ADN (généralement a 50 ng/ul), est mis en contact
avec un Mix de sondes (amorces de ligation)pour une hybridation passive pendant 16 heures (une
nuit) a 60°C.

Ligation ligation ne se réalisera que si les 2 « amorces de ligation » se sont hybridées de facon
spécifique et conjointe. La ligase raccordera donc la partie 3’ a la partie 5’phosphorylée .

PCR Apres inactivation de la ligase par chauffage, on réalise une amplification des produits de
ligation. L’amorce anti sens est marquée en 5’ par un fluorophore,permettant par la suite la
détection des amplifiats aprés séparation électrophorétique sur un automate de séquencage. Durant
le premier cycle de PCR, seul I’amorce Reverse s’hybride. Au moment du second cycle la
deuxiéme amorce s’hybride également.

Etude de fragments Migration des produits d’amplification sur le séquenceur. Une étude de la
perte et/ou délétion exonique est realisee en comparant la hauteur des pics obtenue pour un patient
avec celle des témoins normaux, grace a I’utilisation d’un programme de calcul informatique.

Les résultats sont analysés par un logiciel dédié (exemple Genemapper®, Applied Biosystems, Foster

City, CA). Ces outils bioinformatiques permettent de visualiser facilement les profils obtenus, d'
identifier les pics et de calculer les aires ou les hauteurs des différents pics représentes.
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ANNEXES

Témoin négatif Patient
1. Dénaturation - —
2. Hybridation
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4. Amplification

5. Séparation
électrophorétique

6. Normalisation I I I I I
Erone

Les étapes de MLPA

3. PCR semi quantitative
PCR quantitative: on quantifie les produits pendant tout le déroulement de la PCR (quantitatif dans la
phase exponentielle).
PCR semi quantitative utilisé pour signifier que la technique de quantification n’est pas absolue dans le
sens ou elle ne permet pas de donner une quantité en nombre de molécules.
* Principe général de détection: utilisation d’un (ou plusieurs) fluorochromes: 1’émission de
fluorescence est le reflet de la quantité d’ADN synthétisée a chaque cycle.
 Principe des appareils de Q-PCR: un thermocycleur couplé a un fluorimétre qui mesure la
fluorescence émise a chaque cycle (fluorimetre= laser pour exciter les fluorochromes+ systeme
de détection de la fluorescence émise).
4. PCR digitale
La PCR digitale permet une quantification absolue des acides nucléiques de facon indépendante de
I’efficacit¢ de PCR. Son principe est de répartir I’ADN dans plusieurs milliers gouttelettes (10°000a
202000) réalisant autant de PCR indépendantes. La détection de la réaction de PCR se fait en point
final, basé sur la détection d’une fluorescence. Les résultats s’analysent en comptant le nombre de
gouttelettes positives par rapport a leur nombre total et permet ensuite de calculer un nombre de
copie/pL d’ADN détecté.
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Résumé

Les dystrophinopathies représentées principalement par la dystrophie musculaire de Duchenne
(DMD) et sa variante allélique, la dystrophie musculaire de Becker (BMD) sont les premiéres causes
de myopathie de I'enfant de sexe masculin. Elles sont transmises selon un mode récessif li¢ a I'X et
résultent de mutations dans le gene de la dystrophine situé sur le bras court du chromosome X en X
p21.

L'objectif de notre étude était de rapporter les différents aspects cliniques et moléculaires des
patients présentant un phénotype de dystrophinopathie de I'est Algérien et de rechercher, vue de la
grande hétérogéneité clinique et délétionnelle, les corrélations entre le phénotype et le génotype.

Nos patients ont été sélectionnés selon des critéres d’inclusion et I’ensemble de nos patients (102) a
bénéficié d’une analyse systématique du géne de la dystrophine par les techniques PCRm, MLPA et le
séquencage de nouvelle génération.

Les patients avaient un age moyen de 10 ans et 8 mois, avec un age moyen de début des
symptomes 4 ans et 9 mois. La consanguinité parentale a été estimée a 32.87%. 60.8% de nos patients
étaient des cas sporadiques et 37.8% familiaux.

Nos patients ont été répartis en 64 DMD, 27 DMD, 2 IMD et 7 de phénotype indéterminé. Tous
les patients ont présenté un phénotype classique dominé par un déficit moteur bilatéral et symétrique

majoritairement proximal avec dans 82,7% une hypertrophie des mollets et des taux sériques de

CPK tres élevés.

L'analyse moléculaire du géne DMD a l'aide des techniques PCRm, MLPA et NGS a montré
gue les délétions d'un ou plusieurs exons ont été retrouvées chez 71 patients (85.5%) regroupées dans
la région distale entre les exons 44 et 53 et dont la plus fréquente est celle de ’exon 45. Les
duplications ont été retrouvées chez 2 patients (2.4%) et les mutations ponctuelles dans 12% des cas.
Notre étude a permis d’identifier deux nouvelles mutations qui n’ont jamais été décrites auparavant.
Nos résultats avaient généré des données considérables sur les réarrangements mutationnels

susceptibles de promouvoir de futures thérapies expérimentales en Algérie.

Mots clés : Dystrophies musculaires de Duchenne et Becker , Patients algériens, Mutations, PCR
multiplex, MLPA, NGS.
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Abstract

Dystrophinopathies represented primarily by the Muscular Dystrophy Duchenne
(DMD) and its allelic variant Becker muscular dystrophy (BMD) are the leading cause of
myopathy of the male child, they are transmitted by recessive fashion gonosomal which result

from mutations in the dystrophin gene located on the short arm of chromosome X X p21.

The aim of our study was to: Report the various clinical and molecular aspects of
patients with a phenotype of dystrophinopathy of the eastern Algerian and to seek, in view of
the great clinical heterogeneity and deleterious, some correlations between the phenotype and

genotype

The clinical and genetic analysis of 102 Algerian Dystrophinopaties patients from
unrelated families have been reported. After informed consent, multiplex polymerase chain
reaction (mPCR), multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA), and next

generation sequencing (NGS) were established to identify mutations.

The patients had a mean age of 10 years and 8 months, with a mean age of onset of 4
years and 9 months to. Parental consanguinity was estimated at 32.87%., While 60.8% of our

patients were sporadic and 37.8% familial.

Our patients were divided into 64 DMD, 27 BMD, 2 IMD and 7 undetermined
phenotypes. All patients presented a classical phenotype dominated by bilateral and
symmetrical motor deficit predominantly proximal with 82.7% calf hypertrophy and very

high serum CK levels.

DMD gene molecular analysis showed 85.5% deletion mainly between exons 44 and
53 with exon 45 as the most common deletion and 2.4% duplication. Moreover, point
mutations were found in 12 % cases. In addition, two new mutations have been described.
Our study had generated considerable data on mutational rearrangements that may promote

future experimental therapies in Algeria.

Keywords : Duchenne and Becker muscular dystrophy; Algerian patients; Mutations; Multiplex PCR,
MLPA; NGS.
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Théme : Aspects cliniques et génotypiques des dystrophinopathies Duchenne et Becker dans
I’Est algérien

RESUME

Les dystrophinopathies représentées principalement par la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) et
sa variante allélique, la dystrophie musculaire de Becker (BMD) sont les premieres causes de myopathie de
I'enfant de sexe masculin. Elles sont transmises selon un mode récessif 1ié¢ a I’X et résultent de mutations dans
le géne de la dystrophine situé sur le bras court du chromosome X en X p21.

L'objectif de notre étude était de rapporter les différents aspects cliniques et moléculaires des patients
présentant un phénotype de dystrophinopathie de I'est Algérien et de rechercher, vue de la grande
hétérogénéité clinique et délétionnelle, les corrélations entre le phénotype et le génotype.

Nos patients ont été sélectionnés selon des critéres d’inclusion et 1’ensemble de nos patients (102) a
bénéficié d’une analyse systématique du géne de la dystrophine par les techniques PCRm, MLPA et le
séquencage de nouvelle génération.

Les patients avaient un 4ge moyen de 10 ans et 8 mois, avec un 4ge moyen de début de 4 ans et 9 mois.
La consanguinité parentale a été estimée a 32,87%. 60,8% de nos patients étaient des cas sporadiques et
37.8% familiaux.

Nos patients ont été répartis en 64 DMD, 27 DMD, 2 IMD et 7 de phénotype indéterminé. Tous les
patients ont présenté un phénotype classique dominé par un déficit moteur bilatéral et symétrique
majoritairement proximal avec dans 82,7% une hypertrophie des mollets et des taux sériques de CPK
tres élevés.

L'analyse moléculaire du géne DMD a l'aide des techniques PCRm, MLPA et NGS a montré que les
délétions d'un ou plusieurs exons ont été retrouvées chez 71 patients (85,5%) regroupées dans la région
distale entre les exons 44 et 53 et dont la plus fréquente est celle de ’exon 45. Les duplications ont été
retrouvées chez 2 patients (2,4%) et les mutations ponctuelles dans 12% des cas. Notre étude a permis
d’identifier deux nouvelles mutations qui n’ont jamais été decrites auparavant. Nos résultats avaient généré
des données considérables sur les réarrangements mutationnels susceptibles de promouvoir de futures

thérapies expérimentales en Algérie.

Mots clés : Dystrophie musculaire de Duchenne et Becker; Patients algériens; mutations; PCR
multiplex, MLPA; NGS.
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