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[10-12]. Le processus d’amplification 
centriolaire pourrait donc être vu, non 
plus comme un processus particulier aux 
cellules multiciliées, mais plus comme 
une facette de la duplication centrio-
laire dans laquelle la régulation spa-
tiotemporelle du nombre de centrioles a 
été contournée. L’exploration des rôles 
potentiels d’autres régulateurs du cycle 
cellulaire pourrait contribuer à mieux 
comprendre les anomalies de la diffé-
renciation multiciliée observées dans 
certaines ciliopathies. ‡
Centriole amplification ? 
#DaughterCentriole
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Un nouvel outil pour 
le traitement de la myopathie 
de Duchenne : les tricyclo-ADN 
Aurélie Goyenvalle, Graziella Griffith, Aurélie Avril, Helge Amthor, 
Luis Garcia

> Les maladies neuromusculaires 
regroupent un ensemble de plusieurs 
centaines de maladies, principalement 
d’origine génétique, définies par une 
perte de force par défaut de commande 
du muscle ou par destruction du tissu 
musculaire lui-même. Ces maladies 
diffèrent dans leurs causes, leur âge 
d’apparition, leur sévérité et leur évo-
lution. Chacune de ces maladies est 
peu fréquente (maladies rares), mais 
conjointement, elles affectent plusieurs 
dizaines de milliers de personnes en 
France, constituant un enjeu majeur 
de santé publique et sociétal. La plus 
emblématique d’entre elles, la dystro-
phie musculaire de Duchenne (DMD), 
concerne un garçon sur 3 500 à la nais-
sance ; ses spécificités génétiques et 
physiopathologiques en font un véritable 
cas d’école et un défi pour la conception 

et la mise au point de traitements pour 
des maladies où il faut traiter simulta-
nément l’ensemble de la musculature 
squelettique, le cœur et, incidemment, 
le système nerveux central.

Approche thérapeutique 
par saut d’exon 
Caractérisée depuis le milieu du 
XIXe siècle par un médecin français, Guil-
laume Benjamin Duchenne de Boulogne, 
cette myopathie très invalidante ne 
bénéficie encore d’aucun traitement 
satisfaisant. Un quart de siècle après 
l’identification du locus morbide DMD 
(gène codant la protéine dystrophine) 
par les équipes de L. Kunkel [1] et 
K. Davies [2], l’essor des recherches en 
biotechnologies laisse enfin entrevoir 
un espoir tangible de corriger certaines 
des anomalies du gène DMD par des 

approches de  chirurgie de l’ARN (modu-
lation sélective de l’épissage de l’ARNm 
de la dystrophine – saut d’exon)  à l’aide 
d’oligonucléotides antisens (AON). Le 
principe de cette thérapie issue de la 
connaissance des gènes est fondée sur 
l’utilisation de petites séquences oli-
gonucléotidiques antisens, capables de 
s’hybrider spécifiquement avec leurs 
ARN messagers cibles afin de moduler 
leur maturation et permettre la synthèse 
de la protéine manquante. Plusieurs 
études sont en cours avec différents 
AON modifiés, telles que les 2’O-méthyl 
phosphorothiate (2’OMe), ou encore les 
morpholinos (PMO) pour la synthèse des 
AON destinés à agir sur la production de 
dystrophine. Malgré les résultats encou-
rageants de certains essais cliniques [3, 
4], le bénéfice thérapeutique demeure 
difficile à démontrer du fait des limites 
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animaux, démontrant une restauration 
de leur capacité respiratoire (Figure 2B). 
De façon remarquable, les tcDNA sont 
également capables d’induire un saut 
d’exon efficace dans le cœur des souris 
traitées, conduisant à une amélioration 
de la fonction cardiaque mesurée par 
la fraction de raccourcissement1, ce qui 
représente un avantage majeur comparé 
aux AON actuellement utilisés en clinique 
(Figure 2C).
Dans ce travail, nous avons aussi mis en 
évidence une correction des réponses 
émotionnelles naturellement exacer-
bées, qui peuvent être liées à des dif-
ficultés d’apprentissage, voire parfois 
des défauts cognitifs chez les sujets 
dystrophiques (Figure 2D) [9]. Cette 
partie de l’étude, menée en collabora-
tion avec une équipe de l’Institut des 
neurosciences Paris Saclay (CNRS/Uni-
versité Paris-Sud), démontre que la 
forme Dp427 de la dystrophine est cru-
ciale pour le bon fonctionnement de 
certains neurones, et que les problèmes 
comportementaux observés lorsqu’il y 
a un déficit de cette protéine sont au 
moins partiellement réversibles chez la 
souris dystrophique adulte.
Enfin, nous avons démontré le potentiel 
thérapeutique des AON-tcDNA dans un 
modèle murin présentant un phéno-
type dystrophique beaucoup plus sévère 
que celui de la souris mdx [10] (souris 
doublement invalidée [dKO] pour la 

1 Le rapport du diamètre ventriculaire entre la diastole et 
la systole.

zaine d’injections intraveineuses (à rai-
son d’une injection hebdomadaire) d’AON 
dirigés contre l’exon 23 (contenant une 
mutation non-sens) chez des souris mdx, 
nous avons pu démontrer que les AON-
tcDNA sont plus performants que leurs 
équivalents des générations précédentes 
(efficacité supérieure en moyenne de 5 à 
6 fois à celle des 2’OMe et PMO à une dose 
de 200 mg/kg/semaine, et de 3 à 4 fois 
avec un dosage équimolaire) [5].
Les tcDNA se distribuent efficacement 
à l’ensemble de la musculature sque-
lettique et permettent une restauration 
de dystrophine se traduisant par une 
amélioration significative de la fonction 
musculaire évaluée par la mesure de la 
force spécifique (Figure 2A).  Nous nous 
sommes également intéressés à la fonc-
tion cardio-respiratoire puisque l’amélio-
ration de ces paramètres représente une 
condition indispensable pour espérer un 
bénéfice thérapeutique chez les patients 
DMD. Chez ces patients en effet, les insuf-
fisances respiratoire et cardiaque sont 
une des causes majeures du décès [8]. 
Les souris mdx ont un diaphragme parti-
culièrement dystrophique, ce qui crée un 
dysfonctionnement respiratoire. Celui-
ci est mesurable en pléthysmographie 
sur corps entier, et l’un des paramètres 
affectés en particulier  est le volume-
minute normalisé par rapport au poids 
corporel (MV/BW). Ce paramètre MV/BW 
est significativement amélioré chez les 
souris mdx traitées par les AON-tcDNA, 
avec une ré-expression de dystrophine 
d’environ 50 % dans le diaphragme des 

des AON actuels : leur niveau de toxicité 
reste parfois élevé et leur distribution 
plutôt médiocre dans l’ensemble de 
la musculature après injection systé-
mique. De plus, les AON existants sont 
incapables d’agir au niveau cardiaque 
ou de passer la barrière hémato-encé-
phalique, ce qui limite fortement leur 
potentiel thérapeutique. La concep-
tion d’un traitement qui soit efficace 
simultanément pour l’ensemble de la 
musculature squelettique, le cœur et le 
système nerveux central reste encore 
un défi.

Une nouvelle génération 
d’oligonucléotides antisens
Dans une publication récente résultant 
d’une collaboration internationale impli-
quant les universités de Versailles, Orsay, 
Berne, Oxford, l’institut de myologie, le 
Karolinska Institutet et la société Syn-
thena, nous décrivons les propriétés très 
prometteuses de nouveaux nucléotides 
pour la synthèse des AON : les tricy-
clo-ADN (tcDNA) [5]. Les AON-tcDNA, 
analogues synthétiques de l’ADN, s’hy-
brident avec une très haute affinité avec 
leurs ARN pré-messagers cibles afin 
d’en moduler l’épissage et restaurer un 
cadre de lecture opérationnel éventuel-
lement perturbé par une mutation [6, 7] 
(Figure 1). Dans le cas de la souris mdx 
(modèle murin de DMD), ils permettent 
la synthèse d’une dystrophine certes 
tronquée, mais suffisamment stable et 
fonctionnelle pour entraîner un bénéfice 
thérapeutique. En effet, après une dou-

Figure 1. Stratégie de répara-
tion de la mutation de l’exon 23 
par « saut d’exon ». A. Consé-
quences de la mutation sur 
la production de dystrophine. 
B. Mécanisme d’action de 
l’AON. AON : oligonucléotide 
antisens.

Pré-ARNm    Mutation dans l’exon 23

ARNm    Le cadre de lecture est interrompu

Protéine    Dystrophine tranquée et non fonctionnelle

Traduction arrêtée
prématurément
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 dystrophine et l’utrophine, dys-/utr-). 
En effet, la souris dKO est caractéri-
sée par une forte scoliose, une acti-
vité motrice extrêmement limitée et 
une durée de vie réduite. Comme dans 
le modèle mdx, l’injection récurrente 
d’AON-tcDNA permet une amélioration 
très significative du phénotype dys-
trophique en général : restauration de 
dystrophine dans l’ensemble de la mus-
culature squelettique, y compris dans le 
cœur, et augmentation importante des 
fonctions musculaires et motrices chez 
les souris traitées.
Une propriété particulièrement inté-
ressante des AON-tcDNA est qu’ils per-
sistent relativement longtemps dans 
les tissus tout en étant fonctionnels 
(Figure 3), permettant à terme d’espa-
cer les traitements. D’autre part, bien 
que les AON-tcDNA ne soient pas dégra-
dés dans l’organisme, ils sont toutefois 
évacués progressivement, assurant la 
réversibilité possible du traitement. Les 
analyses toxicologiques complémen-
taires sont en cours, et les premiers 
résultats semblent indiquer que ces 
nouveaux AON sont bien tolérés à fortes 
doses chez la souris.

Perspectives en thérapeutique 
humaine
À ce jour, les mécanismes sous-ten-
dant l’efficacité de ces AON de troi-
sième génération sont encore mal 
compris. Hormis leur très forte affi-
nité pour l’ARN, leur efficacité pour-
rait être en partie liée à leur capacité 
à former spontanément des agrégats 
de type «  nanoparticules » suppo-
sés mimer l’effet de certains agents 
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Figure 2. Restauration des fonctions musculaire, respiratoire, cardiaque et émotionnelle chez 
les souris mdx après injections intraveineuses de tcDNA, 2’OMe ou PMO ciblant l’exon 23 de la 
dystrophine murine. Mesure de la force spécifique (A), du volume minute normalisé au poids 
par pléthysmographie (B), de la fraction de raccourcissement par échocardiographie (C) et 
du pourcentage d’immobilité suite à un stress reflétant la réponse émotionnelle (D). Barres 
d’erreur ± SEM ; ***p < 0.001, **p < 0.01 and *p < 0.05 par rapport aux souris contrôles mdx. 

Figure 3. Persistance du saut d’exon dans les 
tissus de souris traitées par les tcDNA. Wes-
tern blot sur protéines totales extraites des 
tissus de souris traitées par les tcDNA pendant 
4 semaines (200mg/kg/semaine) et analysées 
2 semaines (A) ou 12 semaines (B) après la fin 
du traitement. (C57 : souris sauvage,  tibialis 
anterior: TA, gastrocnemius : Gas, quadriceps 
femoris : Quad, triceps brachialis : Tri, biceps 
brachialis : Bi, diaphragm : Dia).
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gnement réglementaire appropriés, on 
peut craindre que certaines applica-
tions possibles et rationnelles soient 
abandonnées faute de débouchés 
économiques suffisants, générant de 
graves inégalités et désillusions au sein 
des populations de malades. ‡
Functional correction and cognitive 
improvement in dystrophic mice 
using splice-switching tricyclo-DNA 
oligomers
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 transfectants. Quoiqu’il en soit, cette 
nouvelle génération d’AON compatibles 
avec un traitement systémique et accé-
dant à l’ensemble des compartiments 
de l’organisme, y compris le système 
nerveux central, ouvre des perspec-
tives vers de nombreuses applications 
thérapeutiques, et en particulier pour 
les maladies génétiques du système 
neuromusculaire. Enfin, ces travaux 
confortent le rationnel de l’approche 
de « saut d’exon » dans le cadre de la 
myopathie de Duchenne, pour laquelle 
une grande majorité de patients est 
théoriquement éligible. Il est toutefois 
important de souligner que la mise en 
application de ces traitements, en par-
ticulier pour les mutations singulières 
ou pour les cohortes de patients extrê-
mement petites, se heurtera aux coûts 
de développement des différents oligo-
nucléotides antisens qu’il conviendra 
de considérer à juste titre comme des 
médicaments différents. Aussi, sans 
une réflexion éthique et un accompa-
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> Le développement de modèles expé-
rimentaux d’infection par le virus de 
l’hépatite C (VHC) prenant en compte 
le patrimoine génétique de l’hôte est 
nécessaire. En effet, de récentes études 
ont démontré l’influence du patrimoine 
génétique du patient aussi bien sur l’his-
toire naturelle de l’infection que sur la 
réponse aux traitements  antiviraux [1].
Le modèle expérimental le plus uti-
lisé est basé sur l’infection par le VHC 

de cellules de la lignée Huh7 [2], 
issues d’un hépatocarcinome ; il ne 
permet donc pas l’analyse de l’infec-
tion dans le contexte d’un patrimoine 
génétique particulier. De plus, ces cel-
lules transformées ne reproduisent que 
très imparfaitement la physiologie des 
hépatocytes humains adultes (HH). 
Les cultures primaires d’hépatocytes 
humains peuvent être infectées par le 
VHC [3] et, dans une certaine mesure, 

permettraient d’étudier l’importance 
du génome de l’hôte dans l’infection. 
Cependant, les hépatocytes primaires ne 
permettent qu’une réplication limitée 
du virus, comparés aux cellules Huh7, 
et, de plus, ils ne peuvent être main-
tenus en culture que quelques jours, 
et, surtout, sont difficiles à obtenir (ils 
proviennent de résections hépatiques). 
Les hépatocytes humains peuvent aussi 
être greffés dans le foie de différents 

Transplantation d’hépatocytes 
humains dérivés de cellules 
souches dans le foie de souris
Un nouveau modèle murin d’infection 
par le virus de l’hépatite C
Arnaud Carpentier, T. Jake Liang
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