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RESUME

La gamma-sarcoglycanopathie est une dystrophie musculaire des ceintures autosomique
récessive de type 2C (LGMD2C), elle se manifeste sur le plan clinique essentiellement par
un déficit et une atrophie des muscles des ceintures pelvienne et scapulaire. Elle est
secondaire a un déficit de la protéine Y-sarcoglycane. C’est la plus fréquente des
sarcoglycanopathies dans les populations d'Afrique du Nord, en raison de la large diffusion
d’une mutation a effet fondateur (c.525delT) situé au niveau de I'exon 6 du gene SGCG.
La LGMD2C ressemble cliniquement a la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD), qui
est la plus fréquente des dystrophies musculaires. Une analyse génétique est indispensable
pour différenciées les deux formes.

Nous rapportons une étude clinique et génétique portant sur 76 patients appartenant a 65
familles avec un phénotype de dystrophie musculaire des ceintures & transmission
récessive (LGMD R) toutes issus de I’Est Algérien.

Les objectifs de notre étude étaient de rapporter les caractéristiques cliniques et
génétiques des patients atteints de LGMD2C observés dans 1’Est Algérien et de développer
une stratégie de diagnostic moléculaire adaptée a notre population de patients atteints de
LGMD R.

Nous avons d’abord recherché la mutation ¢.525delT chez tous les patients, ensuite,
nous avons analyseé les délétions les plus fréquentes du géne DMD chez les familles ayant
uniquement des gargons atteints et non porteurs de la mutation ¢.525delT, et enfin nous
avons analysé les six autres exons codants du gene SGCG chez le reste des patients.

Dix-neuf patients (25%) étaient des LGMD2C, avec I’identification de deux mutations
causales majoritairement a I'état homozygote: la mutation ¢.525delT déja connu et la
c.87dupT qui n’a jamais été décrite auparavant en Afrique du Nord. La présentation
clinique des patients était trés similaire quel que soit le génotype. L’analyse du gene DMD
a révélé 26% de dystrophinopathies (20 patients) avec 12 différents types de délétions
d’exons.

Nos données suggerent qu’'une stratégie de diagnostic trés simple constitué¢ de 2 PCR
spécifiques d’alléles et de PCR multiplexe, nous permettra de diagnostiquer la moitié des

patients présentant une LGMD R dans I’Est Algérien.

Mots clés : LGMD2C, c¢.525delT, SGCG, DMD, stratégie de diagnostic.



ABSTRACT

Limb-girdle muscular dystrophy type 2C (LGMDZ2C) is described as one of the severe
forms of childhood-onset muscular dystrophy, it manifests mainly by a deficiency and
atrophy of the pelvic and scapular muscles, it is caused by deficiency in the Y-sarcoglycan
protein. The distribution of founder mutation ¢.525delT of SGCG gene in the North of
Africa has a prominent effect on the prevalence of the LGMD2C in these populations. It is
also known that the LGMD2C resembles clinically to the dystrophinopathies which are the
most common muscular dystrophies, the genetic analysis is essential to differentiate the
two forms.

We report a clinical and genetic study of a large series of 76 Algerian patients from 65
unrelated families from eastern Algeria who presented with a recessive limb-girdle
muscular dystrophy (LGMD R).

The objectives of the study was to report the clinical and genetic characteristics of
patients with LGMD2C observed in East of Algeria and to develop a strategy of molecular
diagnosis adapted to our population of patients with LGMD R.

We first searched for ¢.525delT mutation in all the patients with LGMD R. Then, we
analyzed the DMD gene in those families that only boys were affected and negative for
¢.525del T mutation. Finally we completed the analysis of the all SGCG gene.

Nineteen patients (25%) were shown to carry SGCG mutations. Only 2 causative
mutations were identified in the population, mostly at the homozygous state: the well-
known c¢.525delT and the ¢.87dupT never described in North of Africa. The clinical
presentation of these patients was very similar regardless of the genotype. We further
analyzed the negative families, for the DMD gene and identified 26% (20 patients) of
dystrophinopathies with 12 distinctive patterns of deletion were identified with a majority
affecting the central region of dystrophin.

Our data suggest that a very simple molecular screening consisting of 2 allele-specific
PCR and a multiplex PCR can diagnose half of the patients with LGMD R in the East of
Algeria.

Keywords: LGMD2C, ¢.525delT, SGCG, DMD, diagnostic strategy.
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Introduction

Les dystrophies musculaires font référence a un groupe de maladies musculaires
héréditaires (Hoffman et al., 1987). La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est la
forme la plus fréquente des dystrophies musculaires presque partout dans le monde
(TOPALOGLU, 2013). Elle débute precocement durant la petite enfance et se manifeste par
un retard du développement moteur et musculaire, 1’issu fatal a I’adolescence est
géneralement inévitable (Tayeb, 2010).

La DMD et sa forme bénigne BMD sont aussi appelées dystrophinopathies et sont toutes
les deux causees par des mutations dans le géne DMD situé en Xp21 (Potnis-Lele, 2012). Le
géne DMD est le plus grand géne humain connu a ce jour, il code pour la dystrophine
(Tinsley et al., 1993). Les délétions et duplications intragéniques représentent ensemble plus
de deux tiers des mutations conduisant aux dystrophinopathies (Wang et al., 2008).

Les dystrophies musculaires des ceintures (Limb Girdle Muscular Dystrophy ou LGMD)
constituent un sous-groupe des dystrophies musculaires. Ce sont des maladies génétiques que
I’on distingue selon leur mode de transmission, autosomique dominant (LGMD1) ou
autosomique récessif (LGMD2) (TOPALOGLU, 2013). Les sarcoglycanopathies (LGMD2C-
F) qui font partie des formes autosomiques récessives, ressemblent cliniqguement aux
dystrophinopathies mais avec généralement une présentation moins sévere (Solé, 2010), elles
sont dues a des mutations dans les geénes codants respectivement pour Y, a, B et o-
sarcoglycane (Vermeer et al., 2004).

En Algérie, selon une étude menée par Nouioua et collaborateurs (Nouioua, 2013), les
dystrophinopathies constituaient 46.7% des patients, suivi des LGMD2C avec une fréquence
de 30%. Des études antérieures ont indiqué que la LGMD2C ou y-sarcoglycanopathie est la
forme de sarcoglycanopathie la plus fréquente en Afrique du Nord (Ben Hamida et al., 1996),
et chez les Tziganes vivant en Europe (Lasa et al., 1998). Dans certaines contrées, comme la
Tunisie, Le Maroc ou 1’Algérie, elles peuvent méme représenter jusqu’a la moitié des cas de
dystrophie musculaire autosomique récessive (SONAN-DOUAYOUA et al., 2007). Cette
fréquence élevé est genéralement due a une large diffusion d’une mutation fondatrice, la
c.525delT, dans I'exon 6 du géne SGCG (Khadilkar et al., 2009). La mutation del525T a éte
initialement mise en évidence a 1’état homozygote chez des enfants ou adolescents du
Maghreb présentant une forme de myopathie autosomique récessive qualifiée de Duchenne-
like (Ben Hamida et al., 1983).
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La LGMD2C est dues a des mutations dans le géne codant pour la protéine y -sarcoglycane
(SGCQG) situé sur le chromosome 13912, la Y-sarcoglycane est une protéine de 35 kDa et
I’'une des composantes du complexe dystrophine-glycoprotéines (DGC) (Trabelsi et al., 2008).
Le rble exact de la y-sarcoglycane n’est pas bien connu, mais il semblerait qu’elle relie le
sarcolemme a la matrice extracellulaire afin de préservé la stabilisation du complexe DGC, le
déficit de la y—sarcoglycane s’accompagne généralement de 1’absence compléte ou partielle
des autres sarcoglycanes, ce qui entrainerait une instabilit¢ du sarcolemme lors de la
contraction musculaire (White et al., 2005).

La LGMD2C se traduit par une faiblesse musculaire progressive en début d’enfance et la
moitié de ces patients perdent la marche a 1’dge de 12 ans. L’hypertrophie des mollets et
I’hyperlordose sont communes. Sur la base de ces résultats cliniques, cette pathologie est
décrite comme une dystrophie musculaire autosomique récessive sévere de 1’enfance ou
comme une dystrophie musculaire autosomique récessive Duchenne-like (ElI Kerch et al.,
2014).

Il n’existe pas de traitement définitif pour la LGMD2C. Cependant, la gestion de la
maladie est importante afin de prolonger la survie et d'améliorer la qualité de vie des patients,
elle comprend une thérapie physique et des exercices d'étirement pour promouvoir la mobilité
et prévenir les contractures, le contrdle du poids pour éviter I'obésité, la chirurgie des
complications orthopédiques, I'utilisation d'aides mécaniques et respiratoires pour aider a la
marche, la mobilité et la respiration. La surveillance de la cardiomyopathie pour les atteintes
cardiaques et le soutien affectif sont également nécessaires (Diniz et al., 2014).

Le diagnostic différentiel de la LGMD2C se fait avec les dystrophinopathies. Le mode de
transmission est considéré comme un critere majeur de différenciation entre ces deux formes.
Toutefois, chez les cas sporadiques masculins, il est impossible de déterminer la LGM2C des
dystrophinopathies en se basant seulement sur les critéres cliniques (Okizuka et al., 2010). La
différenciation clinique entre ces deux formes est considérée comme un probléeme majeur
dans la pratique clinique des maladies neuromusculaires. L’immunohistochimie sur biopsies
musculaire et/ou le diagnostic génétique sont obligatoire pour établir un diagnostic définitif.

Au cours de notre travail, nous avons étudié les caractéristiques cliniques et génétiques de
76 patients avec un phénotype de dystrophie musculaire des ceintures a transmission récessive
(LGMD R) issus de 65 familles de I’Est Algérien.
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Les objectifs de I'étude étaient les suivants :

1-Rapporter les caractéristiques cliniques et génétiques des patients atteints de LGMD2C

observés dans I’Est Algérien.

2-Developper une stratégie de diagnostic moléculaire adaptée a notre population de patients
atteints de LGMD R.

L’¢étude a été approuvée par le conseil scientifique de ’université¢ de Constantine 1 et par
le comité scientifique du laboratoire de Biologie et Génétique Moléculaire de la faculté de
médecine, Université Constantine 3.
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LES DYSTROPHIES MUSCULAIRES DES CEINTURES (LGMD):
SARCOGLYCANOPATHIES

|. Historique et classification actuelle

Les premiéres descriptions de myopathie des ceintures remontent a la fin du 19 ° siécle.
Leyden fut le premier & décrire, en 1876, une forme de dystrophie musculaire plus bénigne
que la myopathie de Duchenne. Dans la premiére moitié du 20 ° siécle, plusieurs tentatives
de classification se sont succédé et le concept de myopathie des ceintures a été fortement
débattu. Il a été attribué a William Erb les premiéres descriptions cliniques et histologiques
de I’authentique myopathie des ceintures. Apres la seconde guerre mondiale, le diagnostic
des pathologies neuromusculaires connait un nouvel essor grace au développement des
techniques d’électrophysiologie et surtout de microscope optique puis électronique. C’est
Stevenson qui introduisit, en 1953, le terme « LGMD » a partir d’une série de 51 familles
Irlandaises (Solé, 2010).

A cette époque, Walton et Nattrass popularisent le concept dans leur classification des
maladies neuromusculaires. Celle-ci prend en compte, pour la premiére fois en matiére de
dystrophies musculaires, le mode supposé de transmission héréditaire. Dans leur définition
de myopathie des ceintures, les auteurs retiennent alors :

— un début relativement tardif de la maladie au cours de la premiére ou deuxiéme décennie.
— une atteinte déficitaire des muscles des ceintures pelvienne et scapulaire.

— une progression relativement lente, avec néanmoins quelques exceptions.

—un mode de transmission autosomique récessif.

Le mérite de Walton et Nattrass est d’individualiser cet ensemble vis-a-vis de la
maladie de Duchenne dont on découvre a 1’époque qu’elle est liée au chromosome X, dont
le caractére autosomique dominant est enfin clairement établi. Une lecture attentive
permettait aussi d’établir, pour un clinicien, le lien direct entre ce groupe de myopathie des
ceintures et les premiéres descriptions d’Erb concernant une forme juvénile de dystrophie
musculaire qu’il publie en 1884.

Parce que les criteres cliniques étaient dans 1’ensemble peu discriminants, beaucoup de

patients neuromusculaires vont se voir attribuer a tort un diagnostic. Les progrés en matiere
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d’explorations (électrophysiologiques, morphologiques ou biochimiques) ou de nosologie
(c’est I’époque ou 1’on découvre les myopathies congénitales et les myopathies
métaboliques), permettront ensuite de redresser les erreurs les plus grossieres. La
myopathie des ceintures était devenue, selon Michel Fardeau, un diagnostic « fourretout»,
assurément commode en pratique clinique mais sans spécificité aucune et souvent entaché
d’erreurs. Il faut attendre les années 1980 et les succes probants du clonage positionnel
pour revisiter cet ensemble de pathologies et proposer une nouvelle nomenclature. La
découverte de la dystrophine dans la myopathie de Duchenne en 1987 reste la pierre
angulaire de toute la saga moléculaire des dystrophies musculaires progressives. Grace a
une approche intégrée mélant a la fois techniques de cartographie génétique et dissection
moléculaire au niveau biochimique, d’autres protéines liées a la dystrophine et
responsables de dystrophies musculaires sont rapidement identifiées. Les études de
cartographie vont s’effectuer sur des groupes de patients rapportés dans la littérature et
caractérisés par leur forte endogamie. Qu’il s’agisse des communautés des Petits Blancs de
I’ile de la Réunion, des Amishs de I’Indiana, des Mémonites américains ou des myopathes
tunisiens du Maghreb, il y avait un vrai terreau pour la « génétique inverse » qui venait de
remporter ses premiers succes. Parallélement, les équipes de Campbell aux Etats-Unis et
d’Ozawa au Japon disséquaient le complexe protéique lié a la dystrophine et proposaient
autant de génes candidats que de nouvelles protéines.

Il est vite apparu que les dystrophies des ceintures étaient en fait beaucoup plus
hétérogénes que prévu, tant cliniquement que génétiquement. Une nomenclature destinée a
faciliter les études génétiques fut proposée lors d’un séminaire de 1’European
Neuromuscular Centre (ENMC) en 1995. On vy faisait notamment référence au mode de
transmission (avec le chiffre « 1 » pour les formes autosomiques dominantes et le chiffre «
2 » pour les formes autosomiques récessives) et au locus correspondant classé par ordre
alphabétique et chronologique. C’est ainsi que la forme commune aux Amishs et aux
Réunionnais, par exemple, devint LGMD 2A, car autosomique récessive, « 2 », et
cartographiée en premier sur le chromosome 15. Cette tentative de classification a été
beaucoup critiquée car elle prenait peu en compte les disparités cliniques déja établies ou
celles qui restaient a établir entre chaque groupe. De ce fait, elle était peu opératoire pour
la plupart des cliniciens, surtout les non spécialistes. Depuis, un effort certain est fait pour

revisiter la clinique de chacune des sous-entités et élaborer des criteres diagnostiques plus
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sélectifs. C’est I’enjeu de ce qu’il est commun d’appeler la « médecine inverse », un
mouvement qui n’est d’ailleurs pas spécifique aux dystrophies musculaires et qui vise a
redéfinir les critéres cliniques apres la phase initiale de découverte des genes morbides.

En I’absence de pistes tangibles pour rendre compte de la physiopathologie de ces
affections, des interrogations demeurent, plusieurs approches ont été proposées : la
clinique permet de différencier trois ou quatre grandes sortes de phénotypes (Duchenne-
Becker, Erb/Réunionnais, Emery-Dreifuss). La classification protéique est intéressante
mais devient de moins en moins pertinente a mesure que la liste des protéines incriminées
s’allonge (calpainopathies, sarcoglycanopathies, etc). Les tentatives de classification par
mécanisme physiopathologique supposé se heurtent a 1’absence de rdle précis dévolu a
chaque protéine ou chaque groupe de protéines. Si ’on peut admettre par exemple une
certaine logique a regrouper les protéines du complexe liées a la dystrophine ou tout
simplement du sarcolemme. Un travail conséquent attendait donc les chercheurs et les
cliniciens pour les identifier d’une part, mais aussi pour essayer de comprendre leur
interaction (Kaplan et al., 1996).

Les progrés de la biologie moléculaire ont permis d’individualiser les différentes
dystrophies des ceintures et de clarifier en partie leur hétérogénéité. Ces progres
moléculaire ont rendu nécessaire 1’établissement d’une classification. En 1995, une
définition de travail et une classification des dystrophies des ceintures ont été proposées.
Les dystrophies des ceintures se traduisent par un déficit moteur proximal, épargnant les
muscles distaux, faciaux et oculomoteurs a la phase précoce de la pathologie et pour lequel
la biopsie individualise des lésions dystrophiques. La classification repose sur le mode de
transmission : LGMD1 pour les formes autosomiques dominantes et LGMD2 pour les
formes autosomiques récessives. Chaque pathologie est ensuite désignée par une lettre
unique, attribuée principalement selon I’ordre chronologique des publications. La
classification actualisée des dystrophies musculaires des ceintures est réesumee dans le
tableau 1 (Kaplan, 2011).
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Tableau 1: Classification des dystrophies musculaires des ceintures (Murphy and Straub,

2015).
Nom Localisation Geéne Protéine Références
Dystrophies musculaires des ceintures, mode dominant
LGMD1A 5022-q34 TTTD Myotiline Speer et al. (1992)
Hauser et al. (2000)
LGMD1B 1g11-21 LMNA Lamine A/C van der Koo et al. (1997)
Muchir et al. (2000)
Worman and Bonne. (2007)
LGMD1C 3p25 CAV3 Cavéoline 3 Minetti et al. (1998)
McNally et al.
(1998)
LGMD1D 7936 DNAJB6 HSP-40 homologue, Speer et al. (1999)
subfamily B, number 6  [Sarparanta et al.
(2011)
LGMD1E 6023 ? Messina et al. (1997)
LGMD1F 7932 ? Palenzuela et al.
(2003)
LGMD1G 4921 ? Starling et al. (2005)
LGMD1H 3p23-p25 ? Bisceglia et al.
(2010)

Dystrophies

musculaires des ceintures, mode récessif

LGMD2A

15q15.1-g21.1

CAPN3

Calpaine 3

Beckmann et al.

(1991)

Young et al. (1992),
Richard et al. (1995,1997)

LGMD2B

2p13

DYSF

Dysferline

Bashir et al. (1994)
Bashir et al. (1998)
Liu et al. (1998)

LGMD2C

13912

SGCG

Y-sarcoglycane

Ben Othmane et al. (1992)
Azibi et al. (1993)
Noguchi et al. (1995)
McNally et al. (1996)
Piccolo et al. (1996)

LGMD2D

17q12-q21.33

SGCA

a-sarcoglycane

Roberds et al. (1994)
Piccolo et al. (1995)
Passos-Bueno et al. (1995)

Ljunggren et al. (1995)
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LGMD2E 4q12 SGCB B-sarcoglycane Carrie et al. (1997)
Lim et al. (1995)
Bonnemann et al. (1995)
Bonnemann et al. (1996)
LGMD2F 5033-g34 SGCD d-sarcoglycane Passos-Bueno et al. (1996)
Nigro et al. (1996)
LGMD2G 17911-934.1 TCAP Teéléthonine Moreira et al. (1997)
Moreira et al. (2000)
LGMD2H 9g31-934.1 TRIM32 TRIM32 Weiler et al. (1998)
Frosk et al. (2002)
LGMD2I 19913.3 FKRP Fukutin related protein  |Driss et al. (2000)
Brockington et al. (2001a)
LGMD2J 2q TTN Titine Hackman et al. (2003)
LGMD2K 9934 POMT1 POMT1 Balci et al. (2005)
D’ Amico et al. (2006)
LGMD2L 11p13 ANO5 Anoctamine 5 Jarry et al. (2007)
Bolduc et al. (2008)
2010), Hicks et al. (2011)
LGMD2M 9931 FKTN Fukutine Murakami et al. (2006)
Godfrey et al. (2006)
LGMD2N 19913.3 POMT?2 POMT?2 Biancheri et al. (2007)
LGMD20 1p34-p33 POMTGNT1 Proteine O-linked- Godfrey et al. (2007)
mannose beta-1,2-N  [Clement et al. (2008)
acetylglucosaminyl
transferase
LGMD2P 3p21 DAG1 Dystroglycan Dincer et al. (2003)
Hara et al. (2011)
LGMD2Q 8024 PLEC Plectine Gundesli et al. (2010)
LGMD2R 2935 DES Desmin Cetin , et al. (2013)
LGMD2S 4935 TRAPPC11 Transport protein particle |Bogershausen et al. (2013)
complex 11
LGMD2T 3p21 GMPPB GDP-mannose Ning et al. (2000)
pyrophosphorylase B [Carss et al. (2013)
LGMD2U 7p21 ISPD Isoprenoid synthase Willer et al. (2012)
domain
LGMD2V 17925 GAA Alpha-1,4 glucosidase  |Preisler et al. (2013)
LGMD2wW 2914 LIMS2 Lim and senescent cell  |Legate et al. (2006)

antigen-like domains 2

Chardon et al. (2015)
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I1. Epidémiologie

Les estimations épidemiologiques des LGMD sont difficiles a comparer historiqguement
et géographiquement. Les estimations les plus anciennes sont entravées par des critéres de
diagnostic qui étaient imprecis a I'époque et par la restriction la plupart du temps a des cas
d’apparition a 1’age adulte.

En raison des mutations fondatrices la prévalence des LGMD peut étre beaucoup plus
élevée dans certaines populations, comme la population d’Afrique du Nord, certains isolats
Amish, les Huttérites au Canada et également les populations juives Libyennes en Israél.
En utilisant des critéres diagnostiques spécifiques, Van der Kooi et associés, ont calculé
une prévalence globale de 8,1x 10* et de 5,7 x 10* pour les cas autosomiques récessifs et
sporadiques respectivement. Les LGMD autosomiques récessives sont beaucoup plus

fréquents par rapport aux formes autosomiques dominantes (Royden Jones et al., 2003).

I11. Présentation clinigue

Les LGMD sont genétiquement et cliniguement hétérogenes et sont caractérisées par
une atrophie et une faiblesse progressive des muscles proximaux des ceintures pelvienne et
scapulaire et une élévation du taux sérique des créatines kinases. Sur le plan histologique,
des profils de nécrose, de régénération avec centronucléation et d’infiltrations
macrophagiques, caractéristiques de la dégénérescence musculaire, sont observables
(Fardeau et al., 1996).

Un grand nombre de geénes responsables de ces dystrophies ont été identifiés. Les
protéines correspondantes appartiennent a différents groupes en fonction de leur
localisation subcellulaire (noyau, cytoplasme, cytosquelette et sarcolemme) et de leur
fonction. Plus de 30 génes ont été identifiés pour différents types de dystrophies
musculaires. Beaucoup de dystrophies sont maintenant diagnostiqués par des tests
génetiques.

Les dystrophies musculaires des ceintures peuvent affecter des personnes de tous ages,
bien que certaines formes précoces apparaissent dans I'enfance, d'autres peuvent apparaitre
plus tard. La dystrophie musculaire de Duchenne est la forme la plus répandue chez les
enfants et la dystrophie myotonique de type 1 est la forme la plus courante qui touche les

adultes.
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Les mutations peuvent se développer «de novo» et le manque d'antécédents familiaux
de dystrophie musculaire n’exclus pas la possibilité d’en étre atteints. Les deux types de
transmission des genes défectueux qui cause les dystrophies musculaires des ceintures a la

descendance sont les suivants:

-autosomique récessif: pour ce type de transmission, les deux parents doivent transmettre
le géne défectueux, afin que les deux copies du géne coupable soient anormaux. Aucun des
parents ne portent de symptéme, mais chacun de leur progéniture, que ce soit gar¢on ou
fille, aura 25% de malchance de développer la maladie.

-autosomique dominant: dans ce cas, une seule copie du géne anormal est suffisant pour
développer une dystrophie musculaire. Ce gene défectueux peut provenir de l'un des
parents, et il peut affecter les deux sexes. Chaque enfant d'un parent affecté aura 50% de
chance de développer la maladie. Pour ce type de transmission, la gravité du phénotype

peut varier considérablement. Il peut é&tre modéré mais peut aussi étre sévere.

L’orientation du diagnostic entre ces diverses formes se base sur plusieurs parametres:
hérédité, présentation clinique, données anatomopathologiques, étude des protéines

musculaires sur lame et en Western blot (Cleveland Clinic, 2015).

1V. Diagnostics clinique et génétique

Pour parvenir au diagnostic étiologique, il est essentiel de réunir les éléments cliniques
et paracliniques. Généralement, le diagnostic de LGMD se fait si une personne a
principalement une faiblesse musculaire des ceintures, des niveaux de creatine kinase
élevées et des changements dystrophiques observés sur biopsie musculaire.

Une biopsie musculaire peut aider a révéler le type de LGMD gréace a des techniques
d’immunohistochimie et de western blot. Des colorations spéciales peuvent étre utilisées
pour déterminer l'absence ou la présence de protéines. Le résultat d’une protéine absente
ou réduite oriente vers les genes candidats a 1’étude génétique.

Comme la dystrophine est une partie importante du complexe dystrophine-
sarcoglycanes, il est important d’analyser les mutations dans le géne de la dystrophine qui
peuvent étre la cause de la dystrophie musculaire. Enfin, I'imagerie musculaire devient un

outil utile et non invasif dans le diagnostic de LGMD.
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Parce que les différentes formes de LGMD peuvent étre cliniquement indiscernables,
des tests avec un panel de génes est la maniere la plus efficace d’obtenir une confirmation
génétique (Figure 1).

Les familles sans diagnostic confirmé génétiquement peuvent étre des candidats idéaux
pour le séquencage de tout I'exome. Comme avec toutes les maladies du muscle, des
mutations privées et des variantes de signification inconnue peuvent compliquer les
résultats (Goldman, 2014).
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Figure. 1: Stratégie de diagnostic étiologique des dystrophies musculaires récessives a

partir d’une biopsie musculaire (Leturcq and Kalpan, 2000).
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V. Les sarcoglycanopathies: aspects cliniques et bases moléculaires

Les sarcoglycanopathies correspondent a des pathologies touchant les quatre genes
codant pour les sarcoglycanes alpha, béta, delta et gamma, et correspondent depuis 1995
aux abréviations suivantes : LGMD 2C, 2D, 2E et 2F. On les retrouve aussi, et de maniére
plus récente, sous le terme SGCA, B, C ou D (pour sarcoglycanopathies de type A, B, C ou
D). Elles sont excessivement proches sur le plan clinique, avec quelques variantes sur le
plan évolutif. A la différence des dystrophinopathies, les cas avec cardiomyopathies
avérées sont rares. D’un point de vue clinique il est quasi impossible de les différencier
individuellement.

Seule 1’approche mixte combinant 1I’immunocytochimie et 1’analyse mutationnelle est
susceptible d’y parvenir (Bushby, 1999).

Plusieurs auteurs avaient déja rapporté des cas de myopathie de Duchenne-like chez des
enfants de sexe féminin. Un neuropédiatre au Soudan, y consacre méme sa thése de
médecine a partir de cas autochtones (Salih et al., 1983). C’est a Ben Hamida et
collaborateurs (Ben Hamida et al., 1983), que I’on doit au début des années 1980 la
description clinique de ce qui fut appelé a 1’époque severe childhood autosomal recessive
muscular dystrophy (SCARMD). Quelgues années plus tard, il apparaissait que la
dystrophine était qualitativement et quantitativement normale dans le muscle de ces
patients et une autre protéine devait étre en cause. En fait, ce n’est pas une mais deux
autres protéines qui ont été impliquées. La premiére fut identifiée grace aux travaux des
biochimistes qui étaient en train de disséquer parallelement le complexe protéique lié a la
dystrophine. Cette premiere protéine connut plusieurs synonymes: DAG50, 50kD,
adhaline, avant de prendre le nom définitif de sarcoglycane alpha dans la période récente.
Le terme « adhaline » fut longtemps employé et provenait du mot arabe signifiant « muscle
», un clin d’ceil destiné a rendre compte de la grande prévalence de cette myopathie au
Maghreb.

La deuxieme proteine en cause découla de la premicre, puisqu’il s’agissait d’une autre
sarcoglycane, la gamma-sarcoglycane, appelée aussi DAG35 ou 35kD par référence a son
poids moléculaire. Il fut ainsi possible de distinguer les adhalinopathies primaires (liées
génétiquement au chromosome 17 et donc au géne codant pour la sarcoglycane alpha) des
adhalinopathies secondaires (liées au chromosome 13 et donc au gene codant pour la
sarcoglycane gamma). Ultérieurement deux autres sarcoglycanes (béta et delta) et des
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pathologies génetiques correspondantes ont été découvertes (Kaplan, 1992).
Progressivement la famille s’est encore élargie avec la découverte de deux autres
sarcoglycanes epsilon (Ettinger et al., 1997) et zéta sarcoglycanes (Wheeler et al., 2002).

Apres la premiére description de sarcoglycanopathie primaire dans une famille francaise
(Romero et al., 1994), un grand nombre de patients de différents pays ont été rapportés
dans lesquels une variété de mutations génétiques et des phénotypes cliniques hétérogenes
ont été trouveés. Les études genétiques et épidéemiologiques des sarcoglycanopathies restent
difficiles a realiser en raison de plusieurs facteurs ; ces maladies sont rares, les méthodes
utilisées pour détecter de petites mutations sont récentes et la collecte ainsi que le dépistage
de tous les cas dans une zone géographique définie prend du temps.

La fréquence relative des différentes sarcoglycanopathies se distingue dans le monde
entier. Moreira et collaborateurs rapportent que dans 48 familles brésiliennes et chez des
cas sporadiques suspectés d’avoir une sarcoglycanopathie, des mutations ont pu étre
identifiées dans les deux alléles chez 35 familles : SGCA (14 familles soit 40%), SGCB (8
familles soit 23%), SGCG (8 familles soit 23%) et SGCD (5 familles soit 14%) (Moreira et
al., 2003).

-En Europe et en Amérique du Nord la grande majorité des patients avec un déficit en
protéines sarcoglycanes présentent des mutations du gene SGCA (Fanin et al., 1997).
-Les mutations du géne SGCG se trouvent dans presque 100% des sarcoglycanopathies en
Afrigue du Nord (Ben Othmane et al., 1995).

-Les mutations du gene SGCD semblent étre rares partout dans le monde (Fanin et al.,
1997).

Plusieurs mutations ont probablement été introduites au Brésil par ascendances
africaines, y compris pour le gene SGCG (la mutation ¢.525delT) (McNally et al., 1996b)
et le gene SGCD (la mutation ¢.656delC) (Moreira et al., 2003), tous les patients dans ces
deux sous-groupes partagent un haplotype commun. Pour le géne SGCA, la mutation
€.229C> T est associé a au moins trois haplotypes distincts au Brésil (Bueno et al., 1995).
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V.1 Bases moléculaires des sarcoglycanopathies

V.1.1 Le complexe dystrophine-glycoprotéine

La dystrophine est une grande protéine du cytosquelette, elle est codée par le géene
DMD qui est a ce jour le plus grand geéne chez 1’étre humain, I’absence de cette protéine
suite a des mutations dans le géne codant conduit a la myopathie de Duchenne (Wang et
al., 2008). La dystrophine comporte un domaine de liaison a I’actine est qui est essentiel
pour l'organisation de la membrane cellulaire associé a un complexe dystrophine-
glycoprotéine (DGC). Le DGC est enrichi en costameres, qui sont spécialisés dans la
liaison des structures cytosquelettique a la membrane plasmique et aux disques Z des
myofibrilles périphériques.

Le DGC est composé de protéines membranaires structurellement organisés en 2 sous-
complexes majeurs (Figure 2):

-Les sarcoglycanes (I’a-sarcoglycane (ou 50 DAG/A2, ou adhaline), la B-sarcoglycane (ou
43 DAG/ A3Db), la y-sarcoglycane (ou 35 DAG/A4), et la -sarcoglycane).

-Les dystroglycanes (I’a-dystroglycane ou 156 DAG, et la B-dystroglycane ou 43
DAG/A3a).

Beaucoup d'autres protéines sont associées au DGC au niveau du sarcolemme comme I’a-
dystrobrevine, la nitric oxide synthase (NNOS), le sarcospane et les syntrophines. La
présence de chacune de ces protéines est importante car elle implique un rdle de
signalisation pour le DGC. Ce complexe joue un r6le central dans la liaison entre la
matrice extracellulaire, via la laminine 2, et I’actine du cytosquelette, via la dystrophine
(Lodish et al., 2005). Le DGC permet une stabilisation du sarcolemme pendant les phases
de contraction et de relaxation et transmet a la matrice extracellulaire la force générée au
niveau des sarcomeres (Sandona and Betto, 2009).

Le déficit de 1'un des composants de la DGC entraine une nécrose des fibres
musculaires, ce qui représente la principale cause de dystrophie musculaire progressive
(Jung et al., 1996).
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Figure. 2: Complexe dystrophine-glycoprotéine (DGC) dans les cellules du muscle
squelettique (Lodish et al., 2005).

V.1.2 Description des sarcoglycanes

Les sarcoglycanes sont des glycoprotéines transmembranaires qui forment un sous-

complexe majeur au sein du complexe multimérique (DGC) (Figure 3) dans la membrane

cellulaire des muscles squelettique et cardiaque.

Le complexe sarcoglycane est composé de quatre glycoprotéines transmembranaires (a,

B, Y, 6). Récemment, une autre glycoprotéine a été identifiée, il s’agit de 1’ e-sarcoglycane

(Ettinger et al., 1997), cette derniére présente une grande homologie avec 1’a-sarcoglycane.

Les sarcoglycanes sont liés ensemble par une interaction physique serrée de sorte qu'ils

fonctionnent comme une structure unique. La zéta-sarcoglycane est la derniére protéine de

la famille a avoir été identifié (Wheeler

et al., 2002). elle présente 57% et 55.7% d’acides

aminés similaires avec la d-sarcoglycane et la y-sarcoglycane respectivement.
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La dystrophine interagit avec la Y-sarcoglycane, alors que la 3-sarcoglycane est reliée
avec le complexe dystroglycane. L’absence d’un des sarcoglycanes entraine une instabilité
du complexe sarcoglycanique et du DGC au niveau de la membrane cellulaire a 1’origine
de I’atteinte dégénérative musculaire (Fayssoil et al., 2012).

Les sarcoglycanes n'ont aucune homologie avec d'autres protéines connues (ce qui
suggére leur rble important au cours de I'évolution), mais elles partagent certaines
similitudes (elles ont un domaine transmembranaire unique, un petit domaine
intracellulaire, un grand domaine extracellulaire et une masse moléculaire d'environ 35-50
KDa) et elles different dans la localisation de I'extrémité C-terminale qui est dans le c6té
extracellulaire pour l'a-sarcoglycane, alors que les B-, y- et 8-sarcoglycanes ont I'extrémité

C-terminale localisée dans le c6té intracellulaire (Crosbie et al., 1999).

V.1.3 Assemblage des sarcoglycanes

Le complexe des sarcoglycanes est assemblé dans le réticulum endoplasmique. Pendant
les années qui ont suivi la mise en évidence des sarcoglycanes o, B, Y, et &, leur
mécanisme d’assemblage en un complexe intégré au sarcolemme est resté tres obscur. En
1998, des expériences préliminaires ont été réalisées par Holt & Campbell dans un systeme
cellulaire hétérologue exprimant chacun des sarcoglycanes, séparément ou de maniére
concomitante. Ces travaux ont mis en évidence que la localisation des sarcoglycanes au
sarcolemme dépend de la synthése coordonnée et de 1’assemblage des sous-unités a, B, Y,
et 5 en un complexe moléculaire. Holt & Campbell ont également démontré que
I’assemblage du complexe des sarcoglycane requiert des copies normales de chacune des
sous-unités (Holt and Campbell, 1998). Cependant, le travail de Crosbie et coll. a montré, a
partir de biopsies de patients, que la présence d’une Y-sarcoglycane tronqué au niveau de
son extrémité C-terminale est suffisante pour ’association avec les autres sarcoglycanes en
un complexe localisé au sarcolemme, mais insuffisante pour empécher le développement
d’une dystrophie musculaire (Crosbie et al., 1999).

Des études publiées en 2004 et 2006 (Shi et al., 2004; Chen et al., 2006) ont permis
d’approfondir la compréhension du processus d’assemblage du complexe des
sarcoglycanes (Figure 3). Elles ont tout d’abord pu montrer que la B-sarcoglycane joue un
role important dans I’initiation de 1’assemblage du complexe des sarcoglycanes. La

glycosylation du B-sarcoglycane et son association avec le d-sarcoglycane est essentielle
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pour que le complexe soit correctement localisé a la membrane. Ceci révele que la
formation du noyau structurel, p/d-sarcoglycane, est une étape clé dans le processus
d’assemblage des sarcoglycanes. Elle est suivie de la liaison du g-sarcoglycane au noyau
B/6-sarcoglycane qui permet, dans une étape finale, d’incorporer 1’a-sarcoglycane au
complexe. La Y-sarcoglycane sert donc de lien pour connecter I’a-sarcoglycane au noyau
[/6-sarcoglycane (Shi et al., 2004).

Domaine extracellulaire

g0 00 - N
o 0

Domaine intracellulaire

Figure. 3: Assemblage du complexe des sarcoglycanes (Shi et al., 2004).

* Les arches représentent les ponts disulfures dans les domaines extracellulaires de p-, Y-
et 6-sarcoglycane.

V.1.4 Physiopathologie des sarcoglycanes

Par définition, les sarcoglycanopathies correspondent a des pathologies touchant les
quatre genes situés sur quatre chromosomes différents (respectivement 17q, 4q, 13q, 5q),
codant pour les sarcoglycanes alpha, béta, gamma et delta, et correspondent depuis 1995
aux abréviations suivantes : LGMD 2D, 2E, 2C et 2F, on les retrouve aussi, et de maniere
plus récente, sous le terme SGCA, B, G ou D. Elles sont dues & des mutations dans les
génes codant les a, B, y et 6- sarcoglycanes (Noguchi et al., 1995; Roberds et al., 1994;
Bonnemann et al., 1995; Lim et al., 1995; Nigro et al., 1996).

Deux des sarcoglycanes sont exprimées exclusivement dans le muscle cardiaque et
squelettique (a et Y), alors que les deux autres (B et 3) sont plus ubiquitaires. Malgré
plusieurs tentatives de mise a plat des interactions a I’intérieur de ce complexe, on connait

peu le rble de chacun de ces éléments pris individuellement.
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Les études de biopsies musculaires de patients donnent des informations importantes
supplémentaires sur le complexe sarcoglycanes et sa contribution a 1’organisation
moléculaire du DGC. Les analyses de biopsies musculaires de patients atteints de
sarcoglycanopathies ont montré que l'absence ou l'expression réduite d'une protéine
sarcoglycane a des conséquences importantes, mais variable pour la stabilité des autres

composants restants sur la membrane cellulaire.

En général, le phénotype le plus sévére cliniquement est observé chez les patients dont
la protéine sarcoglycane impliqué est absente, un phénotype plus modéré est observé
lorsque la protéine résiduelle est présente. Les premieres études sur les patients atteints de
sarcoglycanopathies ont rapporté que des mutations dans un géne de 1’une des protéines
sarcoglycanes conduisent a la diminution ou I'absence des autres sarcoglycanes, avec des
conséquences non négligeables pour le DGC car il sert de lien entre la matrice
extracellulaire et le cytosquelette contractile. La mutation d'un gene sarcoglycane entraine
un probléme d'assemblage et une altération de la fonction du complexe des sarcoglycanes
au niveau du sarcolemme (Figure 4). Ceci a pour conséquence de rompre le lien entre la
matrice extracellulaire et le cytosquelette contractile (Lim and Campbell, 1998), entrainant
la fragilisation de la membrane de la fibre musculaire et la déstabilisation du complexe
DGC, provoquant l'afflux cytoplasmique incontr6lé des ions Ca?*, ce qui entraine une
cascade d'événements se terminant par la mort cellulaire (Angelini and Fanin, 2016).

Le dysfonctionnement du complexe sarcoglycanes est due a des sarcoglycanes mutantes
soit incapables de se regrouper correctement dans le complexe DGC, soit pas correctement
transportées du réticulum endoplasmique vers le sarcolemme et donc rapidement dégradées
dans le cytoplasme. Cela est probablement di a l'exigence que toutes les sarcoglycanes
doivent s'associer et former un complexe avant la maturation et le relargage de ces
dernieres au sarcolemme (Holt and Campbell, 1998).

Il a été rapporté chez des patients atteints de sarcoglycanopathie, une diminution
variable de la nNOS sarcolemmique, selon l'intégrité du complexe sarcoglycane, lorsque le
complexe était totalement perdu, la nNOS était absente. L'absence de la nNOS
sarcolemmale est des sarcoglycanopathies a toujours été associée a une dystrophie
musculaire sévére et parfois aussi a une cardiomyopathie sévére, soutenant I'hypothése que
le défaut de nNOS pourrait contribuer a la progression de la maladie du muscle

squelettique et cardiaque (Fanin et al., 2009).
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-Chez des patients LGMD-2E et LGMD-2F, les défauts dans les génes codant pour - et 6-
sarcoglycanes provoquent I'absence des quatre sarcoglycanes de la membrane plasmique et
la réduction de la dystrophine et des dystroglycane.

-Chez les patients LGMD-2D, les défauts de 1’a-sarcoglycane provoquent la perte
secondaire de B et 3-sarcoglycanes et une forte réduction de la Y-sarcoglycane, qui peut
étre totalement absente chez les patients plus séverement touchés, la B-dystroglycane et la
dystrophine sont réduites dans la plupart des cas.

-Chez les patients LGMD-2C déficients pour la protéine Y-sarcoglycane, des quantités
infimes de résidus sarcoglycanes sont évidents a la membrane cellulaire. Cependant, il n’y

a aucune réduction de la dystrophine.
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Figure. 4: Mécanisme de pathogenese des dystrophies musculaires dues a un déficit en
sarcoglycanes (Lim and Campbell, 1998).

19



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

V.2 Caractéristiques clinigues des sarcoglycanopathies

» a-sarcoglycanopathie (LGMD2D)

La LGMD2D se transmet de maniére autosomique récessive et est causée par des
mutations du gene SGCA localisé sur le chromosome 17921 et codant pour l'alpha-
sarcoglycane, une glycoprotéine associée a la dystrophine. La sévérité du phénotype est
corrélée a I'importance du déficit musculaire en alpha-sarcoglycane (Angelini and Fanin,
2016). Un certain nombre de rapports d’études contiennent des informations variables et
détaillées sur les caractéristiques cliniques des patients avec des cas génétiquement
confirmés de a-sarcoglycanopathie. Le travail d’Eymard et ses collégues présente une
analyse tres compléte a partir de laquelle un certain nombre de lignes directrices cliniques
ont été établies (Eymard et al, 1997).

» vy-sarcoglycanopathie (LGMD2C)

Beaucoup moins de rapports d’études de patients atteints de y-sarcoglycanopathie

génétiquement confirmés sont disponibles. Bien que cette maladie soit mondialement
distribuée, I’hétérogénéité génétique est connue pour exister en Afrique du Nord.
Dans l'ensemble, les descriptions cliniques de y-sarcoglycanopathie qui existent, ont
tendance a étre les mémes décrites dans la présentation clinique de 1’a-sarcoglycanopathie,
mais le phénotype peut étre plus sévéere (de type Duchenne), avec une faiblesse proximale
des membres inférieurs en début de pathologie, une hypertrophie des mollets fréquente,
une perte de la marche entre 12 et 15 ans, des rétractions tendineuses sont fréquentes, une
scoliose peut étre observée, une variabilité de la gravité qui peut étre intrafamiliale est
rapportée, une prédominance de l'apparition a l'enfance avec généralement peu de
complications cardiaques mais une insuffisance respiratoire trés fréquente. L’intelligence
est normale (Bushby, 1999).

» p-sarcoglycanopathie (LGMD2E)

La gravité clinique a été rapportée chez les patients atteints de P-sarcoglycanopathie
génétiquement confirmés. Cette forme a été décrite chez des familles Amish aux Etats Unis
porteurs d’une mutation privée faux-sens homozygote. Le déficit debute aprés I'age de 5

ans par une atteinte proximale pelvienne puis scapulaire d'évolution lente (Bushby 1999).
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» &-sarcoglycanopathie (LGMD2F).

Il s’agit d’une forme trés rare avec une évolution clinique trés sévére (Moreira et al.,
2003). L'age de début varie de 4 a 10 ans, avec confinement au fauteuil roulant entre 9 et
16 ans et la mort peut survenir entre 9 et 19 ans. Ces patients peuvent étre potentiellement

a risque de développer des complications cardiaques (Bushby, 1999).

V.3 Corrélations phénotype/ génotype des sarcoglycanopathies

D'une maniere genérale, les sarcoglycanopathies partagent sur le plan clinique des traits

qui les apparentent plutét aux dystrophinopathies, comme I'hypertrophie des mollets, la
fréquente macroglossie, l'atteinte musculaire proximale et peu sélective et I'é1évation
marquée de la créatine kinase. En revanche, l'atteinte respiratoire et cardiaque y est
beaucoup moins prédominante. Quant au retard mental, il semble absent.
Il semble que les B, Y et 6-sarcoglycanopathies soient en régle générale séveres, avec un
début dans I'enfance et un tableau de Duchenne ou de Becker sévere. Il faut cependant
insister sur le fait que I'échantillon de patients analysés jusqu'a présent est encore restreint,
se limitant aux cas les plus seveéres.

En dehors de ces situations extrémes, il est difficile d'attribuer un phénotype constant a
une mutation particuliére. Pour une méme mutation homozygote, ou avec le méme
assortiment d'alléles en cas d'hétérozygotie composite, on observe des variations d'une
famille a une autre, et dans une méme fratrie. Ces variations, qui avaient déja été
soulignées dans les observations princeps des cliniciens, pourraient refléter I'intervention

de génes modificateurs (Kaplan et al., 1996).

V.3.1 Mutations et effet fondateur

Un grand nombre de mutations ont été identifiées dans les génes des sarcoglycanes,
notamment des mutations faux-sens et non-sens, des altérations d'épissage, ainsi que des
délétions plus ou moins importantes. Toutes les mutations dans les génes des
sarcoglycanes identifiées jusqu'a aujourd'hui peuvent étre consultées sur la base de données
du site de l'université de Leiden aux Pays-Bas (http://www.dmd.nl).

Les mutations retrouvées dans les sarcoglycanes sont essentiellement localisées dans les

domaines extracellulaires, constituant les domaines les plus importants des proteines.
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Les sarcoglycanopathies peuvent représenter un pourcentage variable des LGMD2
Selon les populations. Par exemple, elles représentent 68% des LGMD?2 dans la population
Brésilienne alors qu’elles n’en constituent que 23% dans la population hollandaise. Elles
sont souvent retrouvees dans des populations isolées ou dans lesquelles la consanguinité
est fréquente, telles que la communauté Amish aux Etats-Unis, la communauté tzigane en
Europe, le Brésil, la Sicile ou encore le Maghreb. Ces données valident la notion que ces
mutations proviennent d’un effet fondateur.

Certaines mutations, comme la mutation a-R77C qui cause 1’alpha-sarcoglycanopathie,
sont particulierement fréquentes (Kobuke et al., 2008). Le fait qu'elles soient retrouvées sur
des haplotypes différents et dans différentes populations indique qu'il s'agit de mutations
récurrentes.

Dans le géne SGCG responsable de la LGMD2C, deux mutations avec effet fondateur
ont été mises en évidence dans deux populations fortement consanguines. La mutation
€.525delT, prévalente en Afrique du Nord (EI Kerch et al., 2014), et la mutation C283Y,
qui semble étre propre aux Tsiganes d'Europe occidentale (Piccolo et al., 1996). Dans ce
dernier cas, la reconstitution d'un haplotype ancestral a permis de dater la mutation a plus
de 60 générations, c'est-a-dire avant la date présumée de la migration historique des

ancétres des Gitans hors de I'Inde (Kaplan et al., 1996).
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LES GAMMA-SARCOGLYCANOPATHIES

|. Définition

La gamma-sarcoglycanopathie ou myopathie des ceinture de type 2C (LGMD2C), est une
pathologie autosomique récessive causée par des mutations dans le géne SGCG
(OMIM#253700), situé sur le chromosome 13912 et codant pour la protéine Y-sarcoglycane
(Al-Zaidy et al., 2015).

En Afrique du Nord, la LGMD2C est principalement due a une délétion commune d'un
seul résidu de thymidine (correspondant aux positions d'’ADNc 521-525), dans I'exon 6 du
géne SGCG (Bushby and Anderson, 2010).

Comme d'autres LGMD, la LGMD2C est également caractérisé par une faiblesse dans les
muscles proximaux (bassin, hanches, cuisses et épaules), une démarche anormale, une perte
de la masse musculaire et des rétractions musculotendineuses. Cependant, cette pathologie est
généralement plus grave que les autres types de LGMD, elle ressemble a la dystrophie
musculaire de Duchenne dans les caractéristiques cliniques. L'age moyen de survenue est
précoce d'environ 5 ans et 1’4ge de la perte de la marche est de 10-13 ans. Les mollets et la
langue apparaissent grands et musclé, c’est la pseudohypertrophie. Les complications
comprennent l'insuffisance respiratoire et / ou 1’atteinte cardiaque. Les patients qui ont un age
plus avancé d'apparition ont généralement une évolution beaucoup plus lente de la maladie.

Bien que l'incidence exacte de cette observation ne soit pas connue, la LGMD2C se
manifeste plus fréquemment chez les Nord-Africains, en particulier chez les Tunisiens, les
Algériens et les Marocains, ainsi que chez les Tsiganes européens, principalement de
Bulgarie.

En plus de I’examen clinique, le diagnostic des LGMD2C consiste a tester le niveau de
créatine phosphokinase (CPK) dans le sérum et a analyser les biopsies musculaires et / ou
électromyogrammes pour évaluer le fonctionnement des muscles. Les tests génétiques comme
le dépistage de mutation, ou le séquencage complet du géne incriminé sont disponible pour les

patients suspects ainsi que le dépistage prénatal (Award, 2010).
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I1. Historigue

La LGMD2C, une forme de myopathie sévere ressemblant & la myopathie de Duchenne
mais de transmission autosomique récessive, appelée SCARMD (childhood autosomal
recessive muscular dystrophy) ou Duchenne-like en 1983 (Ben Hamida et al., 1983). En cette
méme année, Il a été mis en évidence que les caractéristiques cliniques de cette forme grave
de dystrophie musculaire étaient liees au chromosome 13q, définissant un premier locus
appelé « LGMD2C ». Il a été décrit que la SCARMD était caractérisée par une variabilité de
I'dge d'apparition, la gravité de I'évolution et la gravité des changements myopathiques a la
biopsie musculaire (Ben Hamida et al., 1983).

En 1992, une étude de liaison visant a localiser le locus SCARMD chez trois familles
Tunisiennes a conclus a une localisation en 13q12 (Ben Othmane et al., 1992) , cette liaison a
été confirmée chez 13 familles Algériennes (Azibi et al., 1993) et chez 6 familles Marocaines
(Azibi et al., 1993; El Kerch et al., 1994). Ces régions géographiques de I'Afrique du Nord
sont caractérisées par une population arabo-berbére commune a forte fréquence de
consanguinité (El Kerch et al., 1994). Toutes les études de liaisons visant a localiser le locus
SCARMD chez des populations Maghrébine, ont conclus a une localisation en 13q12 (Ben
Othmane et al., 1995).

Noguchi et collaborateurs, ont ensuite découvert que le géne localisé en 13qg12
responsable du phénotype SCARMD au Maghreb était celui codant pour une protéine de
35kDa (maintenant appelé y-sarcoglycane), les auteurs ont rapporté les premieres mutations,
en introduisant le terme « sarcoglycanopathies » pour désigner ce groupe de troubles
(Noguchi et al., 1995).

Le clonage de I'adhaline humaine, faisant suite au premier clonage chez le lapin a permis
de révéler une localisation du géne en 1721, indiquant que le déficit en adhaline des
SCARMD liées au chromosome 13 (locus LGMD2C) était nécessairement un phénoméne
secondaire. La mise en évidence d'une famille francaise ou la myopathie était liée aux
marqueurs de la région chromosomique 1721, et ou le gene de l'adhaline était muté
démontrait l'existence de vraies adhalinopathies primaires (au locus LGMD2D qui est donc
celui de I'adhaline) (Kaplan et al., 1996).

En 2003, une étude portant sur 132 patients Tunisiens a démontré que tous les patients
Tunisiens étaient homozygotes pour la mutation ¢.525delT du géne de la Y-sarcoglycane, ils
portaient le méme allele de 122 pb du marqueur D13S232 indiquant un effet fondateur. Tous

les 132 patients LGMD2C étudiés avaient la méme mutation ¢.525delT homozygote.
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Cependant, cette mutation pouvait conduire a un phénotype modéré, intermédiaire et sévere
dans différentes familles. Les études immuno-histochimiques de la biopsie musculaire ont
montré une absence totale de la Y-sarcoglycane et des o et 3-sarcoglycanes normales ou
Iégerement réduites, alors que I'expression de la B-sarcoglycane était variable. Ils expliquent
cette variabilité phénotypique par une éventuelle implication d'un géne contrélant les
modifications de la maladie (Kefi et al., 2003). Suite a cette variabilité phénotypique, le terme
SCARMD utilisé pour décrire la sevérité de la maladie n'etait pas toujours exact en tant que
description de la maladie parce que le phénotype peut étre plus modéré, avec un début
précoce ou a I’age adulte (Gulati et al., 2003).

Il est a noter que la méme mutation ¢.525delT a été trouvée chez des patients de I'Ouest de
I'Inde (Khadilkar et al., 2009), et chez les tribus Towareg du Niger (Moumouni et al., 2012),
pourrait étre liees a la migration humain (Teebi, 2010).

I11. Epidémiologie

La LGMD2C est la forme la plus fréquente de sarcoglycanopathies dans les pays
Maghrébins et en Inde, en raison du taux élevé de consanguinité dans ces populations
(Tableau 2). Cependant, la LGMD2C est la deuxieme forme la plus fréquente de
sarcoglycanopathies aprés la LGMD2D dans la plupart des pays d'Europe (Angelini and
Fanin, 2016). Dans d’autres pays, la fréquence reste néanmoins faible, de ’ordre de 10 a 20 %
des formes autosomiques récessives de dystrophies musculaires progressives (Urtizberea and
Cobo, 2011).

Tableau. 2: Fréquence relative de la LGMD2C dans le monde (Angelini and Fanin, 2016).

Fréquence (%) Ethnicité
10-50 Maghreb
44 India
8 Italy, USA
LGMD2C 26 France
33 Turkey
16-23 Brazil
2 USA
18-26 Italy
12 UK
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IV. Acteurs moléculaires de la LGMD2C

1V.1 Gene SGCG codant pour la Y-sarcoglycane

1V.1.1 ldentification du géne SGCG

Le gene SGCG a éteé identifié pour la premiere fois en 1990 par les travaux d’Ervasti
(Ervasti et al., 1990) qui ont décrit la protéine Y-sarcoglycane comme étant une protéine de
35 kDa.

En 1995, ce gene a été identifié chez des malades appartenant a des familles tunisiennes
qui présentaient une myopathie sévére avec un début a I’enfance. La localisation du géne
responsable de la LGMD2C sur le chromosome 13912 (Figure 5) a été faite initialement par
Ben Othmane et collaborateurs, sur des tribus tunisiennes en se basant sur lI'observation de
I’expression de la maladie avec des marqueurs présents dans cette région chromosomique
(Ben Othmane et al., 1995). D'autres études avec 13 familles algériennes (Azibi et al., 1993)

et 6 marocaines (El Kerch et al., 1994) ont confirmé la cartographie.

Le clonage du géne SGCG de la Y-sarcoglycane a été d’abord réalisé par (Noguchi et al.,
1995). Ces auteurs ont cloné les séquences de la protéine aprés avoir cribler de I’ADNc
humain de muscle squelettique et cardiaque permettant 1’identification d’un clone contenant
un cadre de lecture codant pour 291 acides aminés a partir de I’ADNc du lapin. Les auteurs de
cette étude ont par la suite étudié la migration électrophorétique en gel de polyacrylamide
(contenant du laurylsulfate de sodium) de chaque composant du complexe des sarcoglycanes.
Ces derniers ont été révélés par ’utilisation d’une part, d’anticorps polyclonaux PA2, PA3bl
et PA3a pour le domaine intracellulaire de 1’a-SG, la protéine B-SG et le domaine
intracellulaire de béta-sarcoglycane respectivement. D’autre part, un anticorps monoclonal

MP4-2 a été utilisé pour la révélation de la protéine Y-sarcoglycane (Noguchi et al., 1995).
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Figure. 5: Localisation cytogénétique du gene SGCG sur le bras long du chromosome 13 en
position 12 (https://ghr.nim.nih.gov/gene/SGCG#location).

1VV.1.2 Organisation du géne SGCG

Le géne SGCG est localisé sur le bras long du chromosome 13g12 (OMIM 608896). Il
s’étend sur une région génomique d’environ 164 kb et comporte huit exons d’environ 997 pb
sépares par sept introns s’étendant sur une région génomique de 70 kb (NM_000231.2). Les
extrémités 5’ et 3” sont des régions non traduites comprises respectivement entre 1’exon 1 et 8
(Figure 6). La séquence compléte du géne SGCG est illustrée dans 1’annexe 1A.

Au niveau du géne SGCG, les huit exons ne sont pas tous exprimés, seuls les exons 2 a 8
sont codants et la séquence d’ADNc d’environ 873 pb code pour une protéine de 291 acides
aminés (Annexe 1B), cette derniére posséde une homologie structurale avec la -
sarcoglycane. De ce fait, certain auteurs ont suggéré que les génes des Y et d-sarcoglycanes
seraient issus d’un phénoméne de duplication (Nigro et al., 1996).

L’étude des transcrits du géne SGCG montre la présence d’un ARNm unique de 1.7 kb qui
est exprimé exclusivement dans le muscle strié squelettique et cardiaque (Noguchi et al.,
1995).
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Figure. 6: Représentation schématique du gene SGCG codant pour la protéine gamma-
sarcoglycane (Trabelsi et al., 2008).

1VV.2 La protéine Y-sarcoglycane

1VV.2.1 Découverte de la Y-sarcoglycane

Elle est parmi les premieres sarcoglycanes identifiées avec les travaux pionniers du
groupe de (Campbell and Kahl, 1989), et classée selon son poids moléculaire la protéine
dite « 35DAG » a I’origine répertoriée par le groupe du Professeur Ozawa en 1990 (Yoshida
and Ozawa, 1990) comme une protéine d’environ 35 kDa, que 1’on va séparer du complexe
des protéines associées a la dystrophine avec le dérivé sucré « n-octyl beta-D-glucoside ».

Rapidement cette protéine fut identifiée comme appartenant au complexe des sarcoglycanes
et au complexe DGC puis plus tard associé a un type de dystrophies musculaires des

ceintures, cette protéine sera baptisée alors la Y-Sarcoglycane (Serose, 2007).

1V.2.2 Structure et localisation de la Y-sarcoglycane

La Y-sarcoglycane est une protéine transmembranaire de type 2, elle possede un domaine
intracellulaire N-terminal de 35 acides aminés, un domaine transmembranaire unique de 25
acides aminés, et un domaine extracellulaire C-terminal de 231 acides aminés (Nowak et al.,
2000) (Figure 7) . Elle possede egalement un site de glycosylation lié a 1’aspargine (résidu
110) dans le domaine extracellulaire et un site de phosphorylation putatif de threonine (résidu
7) dans le domaine intracellulaire. En outre, il existe quatre tyrosines intracellulaires. Comme
pour les B et 3-sarcoglycanes, il existe quatre résidus Cys conservé (Cys265, Cys267, Cys283
and Cys290) a I'extremité C-terminale (Bushby and Anderson, 2010).
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L’analyse de la structure secondaire de la protéine Y-sarcoglycane ainsi que celle des
sarcoglycanes a, B et 6, révele qu’elles contiennent plusieurs feuillets B et hélices a. Ainsi la
Y-sarcoglycane est ancrée a la membrane cytoplasmique du muscle squelettique et se trouve
exposer dans la matrice extracellulaire avec pour environnement les autres formes de

Sarcoglycane (Leiden Muscular Dystrophy pages, 2005).

Extracellulaire "'.ﬁ_'”

Cenbyhit " Barcolemme
Iniracellulaire -

=

HH.

Figure. 7: Représentation schématique de la protéine Y-sarcoglycane. D'aprés (Lim and
Campbell, 1998).

*Les sites prédits de N-glycosylation sont représentés par des petites ramifications et les

cercles gris individualisés correspondent aux résidus cystéines extracellulaires. Les hélices

« a » présentes dans les structures secondaires des sarcoglycanes, sont en noir.

1VV.2.3 Expression de la Y-sarcoglycane

La spécificité¢ de la protéine Y-sarcoglycane pour les muscles striés a été confirmée en
1994 (Suzuki et al., 1994), des expériences d’immunohistochimie ont également permis de
visualiser la protéine au niveau du sarcolemme (Serose, 2007).

L’expression de la Y-sarcoglycane est musculaire, comme celle de 1’a-sarcoglycane
contrairement a la B-sarcoglycane qui est plus largement distribuée. La séquence d’ADNc de
la Y-sarcoglycane contient 873 pb.

Les mutations du gene SGCG n’affectent pas seulement cette protéine mais perturbe
également le complexe des sarcoglycanes dans son ensemble. En effet, chez une sourie

transgénique invalide pour le géne SGCG et présentant une dystrophie musculaire
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prédominante sur la musculature proximale des membres, I’absence de la protéine gamma-
sarcoglycane s’accompagne d’une absence presque compléte des B et & sarcoglycanes alors
que leur ARN messager est normal. Ainsi la Y-sarcoglycane est nécessaire a 1’assemblage des
B et 6-sarcoglycanes et son absence provoque ’apparition d’une dystrophie musculaire dont la
survenue ne peut étre empéchée par la seule présence de la dystrophine (J De Recondo and
AM De Recondo, 2001).

1VV.2.4. Role de la protéine Y-sarcoglycane

» Hypothése d’un role structural

La protéine Y-sarcoglycane, permet le maintien de la structure du tissu musculaire et la
stabilisation du complexe DGC. Le grand complexe de la dystrophine renforce les fibres
musculaires et les protege contre les blessures. Il agit comme une ancre, cadre structurel de
liaison de chaque cellule musculaire (cytosquelette) avec le réseau de protéines et d'autres
molécules a I'extérieur de la cellule (matrice extracellulaire) (McNally, 2013).

> Hypothése d’un réle métabolique

Le complexe des sarcoglycanes pourrait agir comme un récepteur membranaire et ainsi
jouer un réle dans la traduction des signaux intracellulaires. En effet, les études de Yoshida et
al. 1998, montrent que les sarcoglycanes peuvent étre impliqués dans la régulation et la
signalisation des intégrines et de la filamine au niveau du muscle strié (Thompson et al.,
2000).

L’identification de la filamine-2 comme étant une protéine interagissant avec les
sarcoglycanes est en faveur du concept que le complexe glycoprotéique des sarcoglycanes ne
fonctionne pas seulement comme un support structural mais plutét que ce complexe a un role
de signal dans le maintien de 1’intégrit¢ du muscle squelettique. En effet, les sarcoglycanes Y
et & qui interagissent avec la filamine-2 sont impliquées dans I’organisation de I’actine et des
transductions de cascades de signalisations vitales pour la cellule, telles que la migration
cellulaire, 1’adhésion, la différenciation, la force de transduction et la survie (De Salman et al.,
2007).
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V. Pathologie moléculaire du géne SGCG

La pathologie du géne SGCG conduit a des défauts quantitatifs ou qualitatifs de
I’expression de la protéine Y-sarcoglycane. Il est maintenant clairement établi que les
mutations de ce gene sont a 1’origine de la gamma-sarcoglycanopathie. Les mutations ont
étaient décrites pour la premiére fois dans les pays du Maghreb (Nowak et al., 2000).

Le déficit de la Y-sarcoglycane conduit a une importante réduction ou a I’absence de la
totalité du complexe des sarcoglycanes a la membrane des cellules du muscle strié. Ce qui a
pour conséquence de perturbé 1’assemblage ou la stabilisation de I’ensemble de ce complexe,
de modifier la perméabilité de la membrane et donc de déstabiliser le lien entre la matrice
extracellulaire et le cytosquelette contractile (Vermeer et al., 2004).

«»» Types de mutations du géne SGCG

Environ 40 mutations du géne SGCG sont décrites, 16 mutations faux-sens genérant
une protéine compléte avec une seule substitution de résidus et 24 qui génerent une protéine
tronquée ou aucune protéine du tout. Trois parties du domaine extracellulaire de la Y-
sarcoglycane ont potentiellement des fonctions importantes, deux pour l'assemblage avec soit
B-sarcoglycane ou a-sarcoglycane et le domaine EGF-like. Les résidus 60-155 de la partie
proximale de la Y-sarcoglycane au domaine transmembranaire sont essentiels pour
I'interaction avec I'a et B sarcoglycanes (Sandona and Betto, 2009).

Bien que les résidus correspondants a la liaison aux sarcoglycanes ne soient pas connus, il
semblerait que certaines mutations faux-sens dans cette région alterent l'assemblage correct
du complexe.

Cependant, certaines mutations pourraient simplement produire des mutants. Les
mutations qui produisent une Y-sarcoglycane tronquée sans les cystéines dans le domaine
EGF, ne permettent pas 1’assemblage du complexe sarcoglycane, Ceci a été démontré dans
des échantillons de muscle de patients. Par contre, chez deux patients LGMD 2C, une
mutation homozygote c.del525T genére une protéine Y-sarcoglycane tronquée sans domaine
EGF, qui est apparemment en mesure de s’assembler avec les autres sarcoglycanes.

La mutation faux-sens C283Y dans le domaine de la Y-sarcoglycane riche en cystéine
pourrait étre fonctionnellement pertinente, car cette cystéine est cruciale dans le domaine
EGF.
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La plupart des mutations du géne SGCG sont des mutations ponctuelles, dans la région
extracellulaire de la Y-sarcoglycane. Cependant des deélétions importantes dans le géne
SGCG ont été rapportées, s'étendant de I'exon 2 a I'exon 8 (Bénnemann et al., 2002), ou
impliquant I'exon 7 (White et al., 2005) entier ou l'exon 6 (Takano et al., 2000) sont
associées a un phénotype sévere.

Toutes les mutations du gene SGCG identifiées jusqu'a aujourd’hui peuvent étre consultées

sur la base de données du site de l'université de Leiden aux Pays-Bas (http://www.dmd.nl).

*Mutations récurrentes:

Certaines mutations du géne SGCG sont a effet fondateur et donc retrouvées plus

fréguemment chez des populations spécifiques (Figure 8), comme pour :

» La mutation ¢.525delT :

Cette mutation a été initialement mise en évidence a 1’état homozygote chez des enfants ou
adolescents du Maghreb présentant une forme de myopathie autosomique récessive qualifiée
de Duchenne-like (Ozawa et al., 1998). La mutation c.del525T a été retrouvée dans des pays
limitrophes, en Tunisie (Ben Othmane et al., 1992), en Algeérie (Azibi et al., 1993) et au
Maroc (El Kerch et al., 1994), puis dans les terres de migration ou d’échange pour les
populations maghrébines comme en Espagne (Verdura et al., 2011), au Portugal (Dos Santos
et al., 2001), en Italie (Boito et al., 2003) et chez des patients brésiliens d'origine africaine
(McNally et al., 1996b).

La c.del525T a également été identifiée, en Palestine (Buzzini and Macmilan, 2001), en
Arabie Saoudite (Boyden et al., 2010) et au Niger, particulierement dans la communauté
Touareg de Agadez (Nord du Niger); les parents unis par un mariage consanguin, étaient
porteurs de la mutation ¢.525delT a I’état hétérozygote, deux de leur enfants étaient
homozygotes pour la mutation contre un enfant hétérozygote (Moumouni et al., 2012).

En 2009, c’est la découverte de la c.del525T chez cinq patients indiens résidant a Mumbai
(Khadilkar et al 2009). Les relations commerciales entre la rive occidentale de 1’Inde et les
pays arabes du Golfe étaient connues et tres anciennes. Pour autant, 1’origine de la mutation
reste debattue. L’hypothése d’un foyer originel berbére est actuellement la plus solide

(Urtizberea and Cobo, 2011). Méme si une premiére étude des haplotypes avait permis de
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dater grossi¢rement la mutation a I’an 1000, d’autres analyses complémentaires seraient

certainement nécessaires et I’aide des historiens serait également utile dans ce contexte.

» La mutation c.848G>A :

En 1996, lors d’une étude de 18 patients non apparentes tsiganes d'Europe occidentale, une
LGMD2C avec un début précoce et sévéere a eté identifiée, une transition dans le géne SGCG
de la base G a A, résultant en une substitution d'une cystéine par une tyrosine (C283Y). Tous
les chromosomes touchés par cette mutation a I'état homozygote ou hétérozygote portaient le
méme allele 5 du marqueur D13S232 intragénique. Cette mutation a été trouvée
exclusivement chez les patients tsiganes de différents pays européens (Piccolo et al., 1996).

En 1998, une étude a été menée chez 11 familles tsiganes non apparentées de LGMD2C (9
espagnols et 2 portugais). Les biopsies musculaires de ces patients ont montré une diminution
immunologique considérable des anticorps de 1’alpha et gamma-sarcoglycane. Tous les
patients étaient homozygotes pour la mutation faux-sens C283Y, et tous les chromosomes
affectés par cette mutation a I'état homozygote ou hétérozygote présentaient l'allele 5 (112 pb)
du marqueur D13S232 intragénique. De facon inattendue, cet allele a été jugéee le plus
fréquent dans la population caucasienne, mais pas dans la population tsigane normale (Lasa et
al., 1998).

En 1999, une équipe de chercheurs a utilisé la technique de polymorphisme de
conformation simple brin (SSCP) pour la détection rapide de la mutation C283Y aprés avoir
amplifier directement des taches de sang séchées, ils ont trouvé une fréquence de 2.25%
d'hétérozygotie pour la mutation C283Y auprés de 400 nouveau-nés tziganes au nord-Est de
la Bulgarie, les résultats ont suggéré que 1 a 50 Tsiganes porte la mutation, ce qui indique un
effet fondateur (Todorova et al., 1999).

En 2000, une étude détaillée du phénotype de la mutation Cys283Tyr (848G>A) a été
réalisé chez 68 patients tziganes (36 hommes, 32 femmes) appartenant a 35 familles vivant
dans 6 pays européens différents (4 en provenance de France, 4 d'Espagne, 2 d’Allemagne, 2
de Portugal, 2 d'ltalie et 21 de la Bulgarie). Cinquante pourcent des patients presentaient une
progression sévére comme chez les patients atteints de DMD, Vingt-cing pourcent avaient un
phénotype intermédiaire et 25% avaient un phénotype BMD-like. Le retard mental et la
cardiomyopathie dilatée n'ont pas été observés (Merlini et al., 2000).

En 2004, la mutation C283Y et 4 autres mutations privees parmi les Roms (Tsiganes) ont
été utilisées a fin d’étudier certains des parametres manquants et nécessaires a la

caractérisation complete de I'histoire de la population des Gitans. La répartition des mutations
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et le taux élevé de porteurs de ces mutations sont en faveur d’un fort effet fondateur (Morar et
al., 2004). En cette méme année, la répartition géographique précise de la mutation C283Y
dans la population générale des Roms de I'ensemble du territoire Bulgare a été établie. La
fréquence de la mutation a été déterminée dans des échantillons de sang séché de nouveau-
nés. Les résultats de cette étude ont montré que la répartition géographique de cette mutation
fondatrice et la maladie ne sont pas géographiquement limités que chez les Tsiganes de

Bulgarie du nord (Georgieva et al., 2004).

» La mutation ¢.87dupT:

En 1996, une insertion de 1 pb homozygote dans le gene SGCG a été identifiée chez un
patient avec une LGMD2C qui présentait des symptomes a I'age de 7 ans et était au fauteuil
roulant a 14 ans. L'insertion (87insT) modifie le cadre de lecture a l'acide aminé 30 et en
résulte plus de 29 acides aminés faux-sens et un codon d'arrét, ainsi que l'ablation de la
majorité de la protéine gamma-sarcoglycane (McNally et al., 1996a). La méme mutation a été
identifiée dans le gene SGCG comme une cause de la LGMD2C chez 6 familles non
apparentées du nord de I'ltalie. Beaucoup de patients étaient homozygotes, méme s’ils
provenaient de mariages non consanguins. Les auteurs de cette étude suggerent que l'alléle

muté est une mutation «privé» dans cette région géographique (Fanin et al., 2000).

» La mutation p.E263K

En 2006, une transition homozygote 787G-A dans I'exon 8 du gene SGCG a été identifiée
chez 2 patients atteints de LGMD2C portoricains non apparentés a 1’état homozygote
(Duncan et al., 2006), cette mutation résulte en une substitution de glu263-a-ys (E263K) dans
la région extracellulaire C-Terminale de la protéine Y-sarcoglycane. L'un des patients est né
de parents consanguins. Duncan et collaborateurs, ont conclus a un effet fondateur.

En 2015, une étude a été menée afin de confirmer I'nypothese que la mutation ¢.787G> A
(p.E263K) dans le gene SGCG est une mutation fondatrice chez les portoricains et de
caractériser le phénotype clinique et immunohistochimique associé. Les résultats ont révéle
que tous les cas index avaient la mutation p.E263K a I’état homozygote et que les membres de
la famille non affectés étaient des porteurs hétérozygotes de cette mutation. Cette étude
confirme I’effet fondateur de la mutation p.E263K chez la population portoricaine (Al-Zaidy
etal., 2015).
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Figure. 8: Mutations récurrentes du gene SGCG (Kaplan et al., 1996).

*En noir : la séquence correspondent au domaine transmembranaire de la protéine ; en
blanc : les séquences correspondant au domaine intracellulaire de la protéine ; en hachure :
la séquence 3'non traduite.

V1. Présentation clinique de la LGMD2C

Peu de rapports de patients atteints de LGMD2C génétiqguement confirmés sont
disponibles. Les examens cliniques des dystrophies musculaires autosomiques récessives dans
les populations Nord-Africaine ont été rapportés par (Ben Hamida et al., 1996), avec une
hétérogénéité génétique connue pour exister dans cette population et des mutations identifiées
dans différents genes des sarcoglycanes, ces rapports ne sont pas supposes décrire une
population de LGMD2C genétiquement confirmée.

Dans I'ensemble, le spectre clinique est généralement moins étendu que celui de I’alpha-
sarcoglycanopathie. La LGMD2C est plus proche de la myopathie de Duchenne que de la
myopathie de Becker. Les signes de début, la date d’apparition des symptomes et 1’évolution
en différent peu. Le tableau clinique associe, une atteinte proximale, bilatérale, symétrique et

rapidement invalidante, avec une perte de la marche vers 1’age de 14 ans en moyenne, une
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pseudohypertrophie des mollets, une tendance rétractile marquée et des complications
orthopédiques (rétractions tendineuses, scoliose), une variabilité de la gravité du phénotype
interfamiliale mais aussi intrafamiliale, avec une prédominance de l'apparition a I'enfance
(Bushby, 1999).

Il semblerait qu’un nombre non négligeable de patients présentent a terme des
complications cardiaques (cardiomyopathie dilatée) et respiratoires (syndrome restrictif
nécessitant une ventilation assistée). L’intelligence des patients atteints de gamma-
sarcoglycanopathie est normale (Bushby, 1999).

Le pronostic de la LGMD2C est en général moins bon que celui de I’alpha-
sarcoglycanopathie avec une grande variabilité inter et intra-familiales. L’existence de
groupes genétiquement homogenes de patients fait apparaitre une plus grande séverité et un
phénotype plus proche de la DMD que la BMD. La question actuellement posée est celle
d’une possible cardiomyopathie associée (Solé, 2010).

VI1I. Diagnostic différentiel des LGMD2C

Le diagnostic différentiel des dystrophies musculaires des ceintures est réalisé grace a une
approche multidisciplinaire en prenant compte de I'histoire personnelle et familiale des
patients ainsi que I'examen clinique et paraclinique.

Concernant la LGMD2C, le diagnostic différentiel inclus les dystrophinopathies (DMD /
BMD), il est impossible de faire la différence entre ces formes uniquement en se basant sur
des critéres cliniques. Par conséquent, la coloration immunohistochimique des biopsies
musculaires et I'analyse génétique moléculaire sont obligatoires pour un diagnostic correct
(Diniz et al., 2014).

+ Les dystrophinopathies

La DMD est la plus grave et la plus fréquente des myopathies de I'enfant avec une
évolution inexorable, progressive conduisant au déces dans la troisieme décennie. La BMD
est sa forme bégnine (moins sévére avec une évolution plus lente), ces deux formes sont
regroupeées sous le terme de « dystrophinopathies » (Sbiti et al., 2002).

Le diagnostic clinique est basé sur 1’age de début qui est généralement précoce chez les DMD
et plus tardif chez les BMD. L’évolution de la maladie se traduit par une perte de la marche
avant 1’age de 13 ans chez les DMD et apres 16 chez les BMD, des déformations

rachidiennes, une insuffisance respiratoire et cardiaque et un retard mental. Dans les
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dystrophinopathies, I'atteinte cardiaque est quasi constante des I'adolescence. Elle conditionne
le pronostic vital méme si elle est parfois masquée par la sévérité clinique de l'atteinte
musculaire ou respiratoire. Des anomalies électrophysiologiques et une dysfonction
ventriculaire gauche sont observeées, respectivement en rapport avec une fibrose du tissu de
conduction et du muscle myocardique (Masson, 2010).

Les dystrophinopathies se transmettent par un mode autosomique récessif 1ié a I’X et sont
causées par des mutations affectant le gene de la dystrophine localisé en Xp21 codant pour la
protéine dystrophine. Ce géne est organisé en 79 exons separés par des introns de taille trés
variable allant de 107 pb (intron 14) a plus de 200 000 pb (intron 44). 1l est transcrit en un
ARNmM de 14 000 pb dont 11 000 pb d’ADNCc codent pour une protéine de 427 kilodaltons
(kDa) comportant 3685 acides aminés : la dystrophine (Koenig et al., 1987).

Dans la DMD, I’absence de dystrophine est due a une mutation dans le géne codant pour
cette protéine. Il existe en fait plus de 4700 mutations différentes regroupées en 3 principales
catégories : délétion d’un ou plusieurs exons, duplication d’un ou plusieurs d’exons et les
mutations ponctuelles. On estime que les mutations sont réparties entre 60 et 80 % pour les
délétions, entre 7 et 11 % pour les duplications et qu’il y a entre 10 et 30 % de mutations
ponctuelles dont la moitié de ces derniéres serait non-sens (Pichavant, 2010). Les délétions
peuvent se situées partout dans le géne , mais il existe clairement deux points
chauds « hotspots » ; dans la partie centrale du géne entre I’exon 45 et 55 avec un point de
cassure dans I’intron 44 et ’autre dans la partie proximale en 5 entre 1’exon 2 et 19 avec un

point de cassure dans I’intron 2 et 7 (Muntoni et al., 2005).

Les petits réarrangements géniques représentent environ 22 % des altérations génétiques
observées dans les dystrophinopathies. Il s'agit le plus souvent de mutation non-sens (39 %
des cas), de mutations décalant le cadre de lecture (31 % des cas) ou de mutations d'un site
d'épissage (26 % des cas), et tres rarement de mutations faux-sens (1 % des cas). Les
mutations décalant le cadre de lecture correspondent a de petites délétions, insertions ou
duplications touchant quelques nucléotides. Chez les patients atteints de DMD, il s'agit le plus
souvent de mutations nulles, aboutissant a une protéine absente ou tronquée, tandis que chez
les patients atteints de BMD ce sont les mutations affectant un site d'épissage qui sont les plus

fréquentes (Masson, 2010).

Le traitement des dystrophinopathies est avant tout palliatif : prévention des rétractions,
apport des aides techniques, kinésitherapie, surveillance cardiaque, orthopédie. Cette prise en
charge pluridisciplinaire est indispensable : elle permet a I'enfant de conserver sa qualité de
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vie en limitant les conséquences de la maladie. Les corticostéroides sont administrés au
moment ou le développement moteur de I'enfant commence a ralentir, ce qui correspond
géneralement a I'age de 5-7 ans. Les complications dues a l'utilisation de stéroides doivent
étre prises en charge et incluent la prise en charge du surpoids.

Un premier médicament efficace contre la DMD (Ataluren) est autorisé sur le marché
Européen. Il est destiné aux enfants agés de 5 ans, capables de marcher. Ce médicament n'est
efficace que chez 13 % des myopathes de Duchenne, ceux qui sont porteurs d’une mutation
spécifique, dite "mutation stop". Grace a 1’administration de 1’Ataluren, ce codon « STOP »
est ignoré lors du processus de production des protéines ce qui permet la production d’une

protéine fonctionnelle (Bushby et al., 2014).

VIII1. Diagnostic positif de la LGMD2C

VII1.1 Anamneése

La description la plus précise possible de ’arbre généalogique et des antécédents familiaux
occupe une place importante dans le diagnostic étiologique des pathologies musculaires. En
établissant un arbre généalogique détaillé, on précise le mode de transmission (autosomique
dominant ou récessif, 1lié a 1’X ou encore la transmission maternelle dans les maladies
mitochondriales) et de rechercher une notion éventuelle de consanguinité.

L’origine ethnique peut aussi avoir son importance car certaines de ces myopathies sont
associées a des isolats géographiques ou génétiques (Tle de la Réunion, Pays Basque,
tziganes...) (Petiot and Andoni Urtizberea, 2004).

VI1I11.2 Examen neuromusculaire

VI111.2.1 Syndrome myogéne

11 se définit classiquement par I’association d’un déficit moteur pur, sans troubles sensitifs
ni aréflexie ostéotendineuse, et d’une atrophie musculaire plus ou moins marquée. De
nombreuses variantes rendent la reconnaissance de ce syndrome élémentaire parfois difficile.
La capacité a courir, monter les escaliers, soulever des charges lourdes, se raser ou se coiffer,
se relever d’une position accroupie sont autant d’indices fonctionnels qui peuvent traduire la

présence d’un authentique déficit musculaire (Petiot and Andoni Urtizberea, 2004).

VI111.2.2 Analyse topographiqgue

I1 est important de noter d’abord si I’atteinte musculaire est symétrique ou non. |l faut

ensuite préciser la répartition topographique du déficit moteur et/ou de [’atrophie afin
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d’inclure la présentation clinique dans un cadre ou une formule syndromique aussi précise que
possible. Cette analyse topographique permettra dans certains cas de faire d’emblée un
diagnostic comme pour la dystrophie facio-scapulo-humérale (FSH), alors que dans d’autres
observations, elle gardera souvent une forte valeur d’orientation comme pour la myopathie de
Miyoshi. Parfois, elle ne permet que d’ouvrir un arbre diagnostique décisionnel comme pour
les dystrophies des ceintures (Petiot and Andoni Urtizberea, 2004).
» Signe de Gowers

Le signe de Gowers est un signe clinique indiquant une parésie de la musculature
proximale des membres inférieurs. Il désigne un patient qui est obligé de se servir, en
plusieurs étapes, de ses mains et de ses bras pour passer de la position agenouillée a la
position debout, en raison du manque de force des muscles des hanches et des cuisses (Figure
9). Il a été décrit chez les enfants myopathes par le neurologue et pédiatre William Gowers
(Gowers, 1886).

Figure. 9: Signe de Gowers chez un enfant DMD.

*Cette série de manceuvres est nécessaire pour atteindre une position verticale, et il se produit

avec tous les types de faiblesse des muscles du bassin et du tronc (Rang et al., 1986).

L’évaluation des activités fonctionnelles représentent des points importants dans le suivi
de la progression de la maladie (Tecklin, 2008). Les grades attribués aux bras ont ete
développés par (Brooke et al., 1989) (Tableau 3), alors que les grades attribues aux jambes

sont basés sur une échelle proposée par (Vignos et al., 1963)(Tableau. 4).
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Tableau. 3: Grades fonctionnels (Score de Brook): bras et épaules (Brooke et al., 1989).

Grade

Capacité fonctionnelle

Partant de la position bras le long du corps, le
sujet peut pratiquer une abduction

des membres supérieurs afin que les mains se
rejoigne au-dessus de la téte a

la verticale.

Le sujet peut joindre les deux sur la téte en
fléchissant les coudes ou en utilisant
des compensations musculaires.*

Ne peut mettre les mains sur la téte, mais peut
porter un verre d’eau a la bouche
(& deux mains si nécessaire).

Le sujet peut porter les mains a la bouche, mais ne
peut y porter un verre d’eau.

Le sujet ne peut pas porter les mains a la bouche,
mais peut tenir un crayon ou
ramasser une piéce de monnaie sur la table.

Aucune fonction usuelle des mains
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Tableau. 4: Grades fonctionnels de Vignos: hanches et jambes (Vignos et al., 1963).

Grades Capacité fonctionnelle
1 Marche et monte les escaliers sans aide.
2 Marche et monte les escaliers a 1’aide d’une
rampe.
Marche et monte les escaliers lentement a
3 I’aide d’une rampe (plus de 12
secondes pour 4 marches standard).
Marche sans aide technique et se 1éve d’une
4 chaise, mais ne peut pas monter les
escaliers.
5 Marche sans aide technique ne peut pas
monter les escaliers ni se lever d’une chaise.
Marche avec une aide technique ou marche
6 indépendamment avec des orthéses
longues.
Marche avec des orthéses longues mais a aussi
7 besoin d’une aide technique pour
préserver son équilibre.
Se tient debout avec des ortheses mais ne peut
8 pas marcher méme avec aide
technique.
9 Est astreint au fauteuil roulant
10 Est confiné au lit.
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V111.2.3 Signes associés

Les signes cliniques associés sont d’un grand intérét pour le clinicien et doivent étre
systématiquement recherchés lors de I’examen d’un patient présentant une maladie

musculaire :

» Reétractions

Elles sont présentes dans de nombreuses affections neuromusculaires. Elles sont
responsables de déformations articulaires parfois irréversibles et différents secteurs
anatomiques peuvent étre concernés (coudes, hanches, genoux, rachis...)(McDonald, 2012).

» Hypertrophie des mollets

Il s’agit d’une pseudohypertrophie musculaire (transformation fibreuse hypertrophique du
muscle). Ces hypertrophies musculaires au niveau des mollets sont classiquement évocatrices
de dystrophinopathies ou de sarcoglycanopathies (Figure 10) (Petiot and Andoni Urtizberea,
2004).

Figure. 10: Hypertrophie des mollets chez un patient Algérien atteint de LGMD2C.

» Macroglossie
La macroglossie est recherchée lors de I’examen clinique, elle est caractérisée par une
augmentation de taille de la langue (Figure 11). La cause de la macroglossie dans les

sarcoglycanopathies est I'nypertrophie musculaire (Malhotra et al., 2011).
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Figure. 11: Macroglossie chez une patiente Algérienne atteinte de LGMD2C.

» Scoliose
La scoliose est une complication fréquente chez les patients atteints de LGMD ou de

dystrophinopathies ayant perdus la marche (Figure. 12) (Hsu and Quinlivan, 2013).

24 SR

SRR o

colonne vertébrale normale colonne vertébrale avec scoliose

Figure. 12: Colonne vertébrale normale et avec scoliose (Alila Medical
Media/Shutterstock.com).

» Atteinte cardiaque

Une cardiopathie doit systématiquement étre recherchée et évaluée par des bilans répétés.
Elle conditionne souvent le pronostic vital et a en outre une valeur indicative pour le
diagnostic étiologique de certaines myopathies, elle affecte surtout les formes gamma et delta
sarcoglycanopathies. Dans le travail de (Calvo et al., 2000) portant sur 10 patients, un tiers
des enfants atteints de LGMD2C présentaient des anomalies électriques avec un aspect
évocateur d’hypertrophie du ventricule droit. Quatre patients sur dix présentaient une

dilatation du ventricule droit. Un patient sur dix présentait une dysfonction systolique du
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ventricule gauche. Cette étude concluait a une fréquente atteinte myocardique infraclinique
chez les patients atteints de gamma-sarcoglycanopathies et a une fréquence non négligeable

d’hypertrophies du ventricule droit (Fayssoil et al., 2012).

> Atteinte respiratoire

L'insuffisance respiratoire est une cause majeure de morbi-mortalité dans les maladies
neuromusculaires et a été la principale cause de déces chez les patients DMD il y a quelques
décennies (Fayssoil et al., 2016).

Une atteinte respiratoire doit étre dépistée précocement chez les patients atteints de
LGMD2C grace a I’exploration fonctionnelle respiratoire (EFR). Elle est secondaire a

I’atteinte du diaphragme et/ou des muscles intercostaux (Petiot and Andoni Urtizberea, 2004).

VI111.3 Examens complémentaires

VI111.3.1 Electroneuromyogramme (ENMG)

Il n’est pas systématique dans I’exploration initiale d’une myopathie mais sert surtout dans
les cas ou I’examen clinique ne permet pas de différencier de manic¢re formelle une atteinte

neurogeéne d’une atteinte myogene (Petiot and Andoni Urtizberea, 2004).

VI111.3.2 Enzymes musculaires

Le dosage des CPK sérique sera le plus important parmi les autres enzymes musculaires
(aldolases, lacticodéshydrogénases [LDH] ou transaminases). Le dosage des enzymes
musculaires peut se normaliser a un stade évolué¢ d’une myopathie. Enfin, d’'une maniéere
générale, leur normalité ne doit pas remettre en cause le diagnostic de myopathie méme si elle
pourra apparaitre surprenante dans certains cadres étiologiques. Leur élévation est en rapport
avec une nécrose musculaire plus ou moins sévere qui doit orienter de prime abord vers une
dystrophie. Une élévation tres importante des CPK, a plus de 50 fois la normale, se voit tout
particulierement dans les dystrophinopathies et les sarcoglycanopathies (Petiot and Andoni
Urtizberea, 2004).

V111.3.3 Biopsie musculaire

La biopsie chirurgicale est la technique de référence. Le fragment musculaire sera étudié

selon plusieurs techniques, d'abord avec des explorations histochimiques standard réagissant
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avec différents composants musculaires comme le glycogene ou les lipides. D'autre part, des
immunomarquages seront realisés sur certaines protéines en particulier la dystrophine ou les
sarcoglycanes. On peut aller méme jusqu'a une étude en Western Blot afin d'étudier
précisément un déficit protéique ou enzymatique.

Le plus souvent, la biopsie permet le diagnostic definitif de myopathie. Dans certaines
situations, cet examen peut étre pris en défaut. La biopsie musculaire n’est pas réalisée en
premicre intention si 1’origine géographique ou ethnique fait suspecter une mutation a effet
fondateur facilement analysable, comme pour les LGMD2C dans des familles maghrébine ou
tsigane (Campana-Salort et al., 2008).

IX. Analyse moléculaires de la LGMD?2C

I1X.1 Etude immunohistochimique et western blot

L’analyse immunohistochimique des composants du complexe sarcoglycane dans une
biopsie musculaire est une étape importante dans I'évaluation diagnostique d'un patient avec
une LGMDZ2. Parfois les changements d’expression protéique sont plus subtils et
I’immunohistochimie seule peut conduire a un diagnostic incertain, le western blot est alors
essentiel, car il permet de visualiser la présence d’une protéine spécifique sur une biopsie
musculaire. Méme si une mutation primaire dans 1'un des quatre génes sarcoglycanes (a-, -,
y-, 6-sarcoglycanes) peut entrainer des carences secondaires dans toutes les autres protéines
sarcoglycanes, des modéles immunohistochimique plus spécifiques sont apparues avec un
potentiel pour guider et abréger les investigations génétiques nécessaires.

Pour les mutations de la Y-sarcoglycane, le model consiste en une immunoréactivité
réduite, absente ou bien présente de la y-sarcoglycane en combinaison avec une
immunoréactivité réduite mais détectable pour les autres sarcoglycanes, en particulier 1’a- et
la 8-sarcoglycane, C’est dans 1’étude menée par Bonnemann et collaborateurs, que ce modéle
a €té en mesure de prédire les mutations de gamma-sarcoglycane primaires chez cing patients
consécutifs. Cing mutations différentes ont été trouvées, y compris une nouvelle mutation
d'épissage récurrente, une grande délétion du géne entier et une mutation nouvelle faux-sens
(Leu90Ser). La mutation Cys283Tyr, auparavant réservée aux populations tsiganes a été
trouvée a 1’état hétérozygote avec la mutation ¢.525delT, commune en Afrique du Nord
(Bonnemann et al., 2002). Les différentes mutations déja connues et nouvellement décrites

dans 1’étude, indiquent que le profil immunohistochimique de la Y-sarcoglycane mutée ne se
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limite pas a un type de mutation particuliére, mais plutdt sur I'effet des mutations de la Y-
sarcoglycane sur la composition du complexe sarcoglycane.

L’analyse immunohistochimique complétée par le western blot avec tous les anticorps des
sarcoglycanes disponibles est donc un outil utile pour guider les investigations génétiques qui
sont nécessaires pour arriver au diagnostic génétique correct dans un cas donné (Bénnemann
etal., 2002).

I1X.2 Tests génétiques

L'analyse génétique est indispensable au diagnostic final d’une LGMD2C, elle est
également nécessaire pour détecter les porteurs de mutations dans les familles des patients
atteints afin d’offrir un conseil génétique approprié, y compris le diagnostic prénatal.

Habituellement, le diagnostic définitif d’une myopathie nécessite une biopsie musculaire
qui reste ’examen clé dans la plupart des cas. Cependant, dans certaines situations, le
clinicien peut s’en affranchir et passer directement a 1’étape suivante a savoir 1’analyse
génétique (Petiot et Andoni Urtizberea, 2004). Dans la LGMD2C, I’origine ethnique oriente
parfois vers une des deux mutations privées, méditerraneenne (c.525delT) ou tzigane
(C283Y), lesquelles sont facilement détectables par analyse génétique de 1’exon incriminé. A
défaut, un screening complet du gene SGCG est souvent nécessaire.

Si la mutation identifiée est a 1’état homozygote, ¢’est la confirmation du diagnostic de la
gamma-sarcoglycanopathie (LGMD2C) (Petiot and Andoni Urtizberea, 2004). Cependant, si
la mutation identifiée est a 1’état hétérozygote ou il n’y a pas de mutation détectée, un
séquencage direct des exons codants (2 a 8) du gene SGCG sera effectué afin de cribler les
mutations dans le géne (Urtizberea et Cobo, 2011).

D’autres techniques peuvent étre utilisées afin de détecter des anomalies dans le géne
SGCG, comme I’analyse de délétion ou duplication dans le géne par la technique MLPA
(multiplexe ligation-dependant probe amplification) (Diniz et al., 2014). La PCR
Transcriptase inverse (RT-PCR) peut également étre utilisée pour analyser I’ARNm du géne

SGCG exprimé dans des lymphocytes ou les muscles squelettiques (Okizuka et al., 2010).

En générale, le diagnostic définitif d’une personne atteinte d’une LGMD repose sur des
examens cliniques, des tests complémentaires parfois invasifs comme des biopsies et le
décodage de ’ADN des patients gene par geéne, jusqu’a trouver celui en cause dans la
maladie. Ensuite seulement, les médecins peuvent appliquer les traitements les plus adaptés.

Mais cette technique de "géne par gene" est trés longue, et s’avére infructueuse pour la moitié
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des patients. A ce titre, une équipe de I'Inserm a testé le séquengage a haut débit pour
accélérer et améliorer le diagnostic moléculaire. Les chercheurs ont constitué deux groupes de
patients atteints de maladies neuromusculaires diverses. Pour 1’un des deux, les mutations en
cause étaient déja connues et pas pour ’autre. A partir d’un échantillon sanguin, les 267 génes
connus a ce jour ont été analysés simultanément avec une machine de séquencage a haut
débit. Les résultats ont permis de retrouver toutes les mutations connues pour le premier
groupe et d’identifier celles en cause pour la moitié des patients du second groupe, soit un
résultat tout a fait satisfaisant selon les auteurs. Le tout, en deux mois a peine et pour un co(t
bien inférieur a celui de la technique actuelle du géne par géne (Vasli et al., 2012) . Plus
récemment, dans un article publié en décembre 2015 (Ghaoui et al., 2015), des chercheurs
australiens rapportent leur expérience dans 1’application des techniques de Séquencage
nouvelle génération pour le diagnostic des LGMDs, soixante familles atteintes de LGMD ont
ainsi été étudiées. Chez 27 d’entre elles, une anomalie dans un gene connu comme étant
impliqué dans les LGMD a été identifiée, ce qui constitue un rendement tres honorable de
45%.

Le séquencage a haut débit permet aux patients atteints de LGMD d’accéder a un conseil
génétique aupres de leurs familles ou encore I’intégration de groupes de patients dans des

essais cliniques (Vasli et al., 2012).

X. Modéles animaux

En marge des modeles naturels et grace aux progres de la biologie moléculaire, les
chercheurs ont également pu développer un grand nombre de modéles murins transgéniques
de dystrophies musculaires, obtenus par invalidation de géne au moyen d’une techniques
réalisée chez la souris qui permet de supprimer un gene (KO) ou de remplacer un géne
sauvage par un géne porteur d’une mutation identifiée chez I’lHomme (mutagenése dirigée)
afin d’obtenir une lignée de souris modélisant la pathologie humaine (Serose, 2007).

Suite a I’identification des différents génes responsables des sarcoglycanopathies et des
dystrophinopathies humaines, les chercheurs ont généré des modéles animaux transgéniques a
la fin des années 1990. Ainsi, des lignées de souris porteuses de mutations nulles pour chacun
des sarcoglycanes ont été développées. Tous ces modeles murins manifestent des dystrophies
musculaires progressives plus sevéres que celle retrouvée chez la souris mdx, avec de larges

foyers de myofibres en dégénérescence — régénération (Ng et al., 2012).
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Le premier modele transgénique de sarcoglycanopathie disponible a été la lignée murine
gsg-/- invalidée pour le gene SGCG. Les souris gsg-/- développent une dystrophie musculaire
comparable a celle retrouvée chez les patients LGMD-2C, qui touche a la fois les muscles
squelettiques et le cceur. La cardiomyopathie des souris gsg-/- est d’abord hypertrophique et
évolue éventuellement ensuite vers la dilatation (Heydemann et al., 2001).

Les souris dépourvues de la protéine gamma-sarcoglycane développent une dystrophie
musculaire progressive similaire a la dystrophie musculaire humaine, sans gamma-
sarcoglycane, la béta et la delta-sarcoglycanes sont instables au niveau de la membrane
musculaire et I'alpha-sarcoglycane est fortement réduit. L'expression et la localisation de la
dystrophine, de la dystroglycane et de la laminine-alpha-2, une liaison mécanique entre le
cytosquelette d'actine et la matrice extracellulaire, semblent ne pas étre affectées par la perte
des sarcoglycanes. Hack et collaborateurs ont évalué I'intégrité fonctionnelle de cette liaison
mécanique et ont constaté que les muscles isolés dépourvus de gamma-sarcoglycane
présentaient une résistance normale a la contrainte mécanique induite par la contraction du
muscle excentrique. Les muscles déficients en sarcoglycanes ont également montré une force
isométrique normale et une force de force tétanique. En outre, il n'y avait aucune preuve de la
contraction induite de blessures chez les souris dépourvues de gamma-sarcoglycane quand ils
ont été soumis a un régime d'exercice prolongé et rigoureux. Ces résultats ont démontré que la
faiblesse mécanique et les lésions musculaires induites par la contraction ne sont pas
nécessaires pour la dégénérescence musculaire et le processus dystrophique. Ainsi, les auteurs
ont conclu qu'un mécanisme non mécanique, impliquant peut-étre une fonction de
signalisation inconnue, est susceptible d'étre impliqué dans les cas de dystrophie musculaire
dans lesquels le sarcoglycane est déficient (Hack et al., 1999).

Dans un modeéle de souris préclinique basé sur la perturbation du gene SGCG (Hack et al.,
1998), les animaux auxquels on a injecté un vecteur de virus adéno associé (AAV) ont
exprimé SGCG dans le sarcolemme des fibres musculaires et ont montré une amélioration
globale de leur profil histologique dystrophique (Cordier et al., 2000). Ces résultats, prouvent
I’efficacité des études chez la  souris (Herson et al, 2012).

Shelton et collaborateurs, ont declaré que des modeles canins de sarcoglycanopathies
avaient été signalés dans les races Boston terrier « Cocker spaniel et Chihuahua ». Bien que
des mutations spécifiques dans les genes des sarcoglycanes n'avaient pas encore été
caractérisees, tous les 3 modeles ont montré I'absence de la gamma-sarcoglycane dans le tissu

musculaire (Shelton and Engvall, 2005).
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XI. Traitement et perspectives thérapeutigues

X1.1 Traitement

Il n’existe Pas de traitement définitif pour LGMD2C ainsi que pour les autres dystrophies
musculaires qui existent (Diana et al., 2011). La prise en charge pluridisciplinaire de la
maladie reste le seul moyen actuel pour prolonger la survie et améliorer la qualité de vie des
patients, elle comprend :

-Le suivi neuromusculaire (Evaluation de la fonction motrice) :

Les contrbles réguliers chez un spécialiste pour suivre 1’évolution de la maladie et
comprendre si certains signes ou symptomes nécessitent des contréles plus approfondis sont
important afin de pouvoir prendre une décision concernant les nouveaux traitements au
moment voulu et d’anticiper et prévenir autant que possible les éventuelles complications.

Le plus important, c’est d’avoir un suivi régulier de fagon a ce que les divers actes puissent
étre supervisés de maniere adéquate. Le suivi régulier doit inclure des examens de plusieurs
parametres aptes a montrer 1’évolution de la maladie (Manzur and Muntoni, 2009).

-Le suivi de la rééducation (kinésithérapie et ergothérapie)

Les personnes atteintes de LGMD2C doivent suivre différents types de rééducation
pendant leur existence. La plupart de ces actes seront pratiqués par des kinésithérapeutes et
des ergothérapeutes, mais d’autres spécialistes peuvent également intervenir, tels que des
prothésistes, des fournisseurs de fauteuils roulants et d’autres types de siéges; des chirurgiens
orthopédiques peuvent également étre consultés (Narayanaswami et al., 2014).

-Le suivi orthopédique

Les personnes atteintes de LGMD2C peuvent développés une scoliose. Le suivi
orthopédique doit comporter une surveillance de la scoliose par une observation clinique tout
au long de la phase ambulatoire et par une radio de la colonne uniquement si une scoliose est
constatée. Pendant la phase non ambulatoire, un contréle clinique de la scoliose est requis a
chaque visite clinique (Narayanaswami et al., 2014).

-Le suivi respiratoire (évaluation de la fonction des muscles respiratoires)

Pendant la phase ambulatoire, une surveillance minimale de la fonction pulmonaire (telle
que la mesure de la capacité vitale forcée, au moins une fois par an) permet a 1’enfant de se
familiariser avec les €équipements et a 1’équipe soignante d’évaluer la fonction respiratoire

maximale du patient (Manzur and Muntoni, 2009).
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-Le suivi cardiaque (évaluation de la fonction du muscle cardiagque)

Le but du suivi cardiaque dans le cadre de la DMD est de détecter et de traiter rapidement
la détérioration de la fonction cardiaque (généralement il s’agit de cardiomyopathie
secondaire a un affaiblissement du muscle cardiaque, ou de problemes de rythme cardiaque
donnant lieu, entre autres, a des palpitations) qui accompagne, généralement, la progression
de la maladie.

-Le contrdle du poids pour éviter I'obésité et la participation et le soutien affectif sont

également nécessaires (Diniz et al., 2014).

X1.2 Perspectives thérapeutigues

X1.2.1 Blocage de la myostatine chez la souris modéle de la gamma sarcoglycanopathie

La myostatine est une protéine produite a 1’état naturel par 1’organisme, destinée a limiter
la croissance musculaire. De nombreuses études ont montré les effets bénéfiques d’un blocage
de la myostatine chez différents modeles animaux de maladies musculaires dont la souris mdx
(modele de la DMD). Des études récentes suggerent que ce blocage de la myostatine serait
plus efficace dans des dystrophies musculaires modéerément sévéres (la BMD et certaines
formes de myopathies des ceintures) ou a un stade précoce de la maladie pour des pathologies
plus séveres.

Dans une étude publiée en mars 2008 (Bogdanovich et al., 2008), une équipe américaine a
testé I’effet d’un blocage de la myostatine chez la souris sgcg-/-, modele de la LGMD2C.

Les chercheurs ont traité les souris pendant 3 mois avec des anticorps spécifiques capables
de neutraliser la myostatine. Le blocage de la myostatine a entrainé une augmentation
significative de la taille des fibres musculaires, de la masse et de la force musculaires. Par
contre, le traitement n’a pas amélioré la dystrophie habituellement notée au niveau du tissu
musculaire. Il est important de noter que les souris sgcg-/- ont une maladie plus grave que les
souris mdx et qu’elles étaient agées de 1 mois au début de I’expérience c'est-a-dire a un age ou
la maladie est déja bien installée. La discordance entre I’amélioration clinique et 1’absence
d’amélioration histologique pourrait refléter des mécanismes physiopathologiques

(Bogdanovich et al., 2008).
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X1.2.2 Approche pharmacologigue

Aux Etats-Unis, au Canada et au Japon, se déroule un essai de phase 11/111, randomisé, en
ouvert, ayant pour but d’évaluer I’innocuité et 1’efficacité sur les performances cardiagues,
d'un antioxydant, le coenzyme Q10, et d'un inhibiteur de I'enzyme de conversion de
I'angiotensine Il (IEC), administrés séparément ou ensemble.

Les inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de 1'angiotensine ou inhibiteurs de 1'enzyme de
conversion, sont des médicaments d'utilisation récente, qui entrainent une dilatation des
vaisseaux sanguins. Ils sont utilisés notamment dans le traitement de 1’hypertension artérielle

et de I’insuffisance cardiaque (Myoinfo, 2016).

X1.2.3 Thérapie génique

La thérapie génique pourrait étre une option dans I'avenir pour le traitement de la gamma-
sarcoglycanopathie. Un essai francais de thérapie génique de phase | pour la gamma-
sarcoglycanopathie a débuté en décembre 2006. L’essai a été mené a 1’hopital de la Pitié-
Salpétriére (AP-HP. Paris. France).

L’objectif principal de cet essai est d’évaluer la tolérance clinique a I’injection
intramusculaire du produit de thérapie génique, c’est-a-dire le vecteur AAV1 contenant le
géne de la gamma-sarcoglycane (AAV1-SGCG). D’autres parametres seront également
évalués :

-La réaction immunitaire locale et systémigue contre le vecteur et le transgéne
-La qualité du transfert de géne dans les muscles injectés en termes d’efficacité, d’expression
et de distribution.

Neuf patients atteints de LGMD2C [3 hommes, 6 femmes, age moyen de 26ans (extrémes
16 a 38 ans)], ayant la mutation homozygote ¢.525delT sur le gene SGCG et une absence de
marquage pour la protéine Y-sarcoglycane sur la biopsie musculaire, ont été inclus. Ils étaient
tous en fauteuil roulant. Une escalade de dose a été appliquee, aux neuf patients inclus,
divisés en trois cohortes.

La construction injectée comporte un vecteur AAV1 exprimant le gene humain SGCG,
sous le controle d’un promoteur de la desmine (expression musculaire quasi exclusive).
L’injection AAV1-desm- SGCG a été faite en intramusculaire, lors d’une biopsie a ciel ouvert
dans le muscle carpi radialis (extenseur du poignet), de I’avant-bras non dominant. Le premier
groupe a recu une dose de 3x109 vg dans 100 pL, le second 1,5x1010 vg dans 100uL et le

troisieme 4,5x1010 vg dans 300uL. L’analyse histologique a été réalisée avec une double
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lecture en aveugle, par deux anatomopathologistes indépendants, comparant la premiere
biopsie musculaire a j—30 avant injection, a la deuxieme a j+ 30 au site d’injection. Aucun
effet secondaire séricux n’a été observé. Tous les patients sont devenus séropositifs pour
I’AAVI1. Dans la biopsie réalisée 30 jours aprés l’injection (et comparativement a celle
réalisée 30 jours avant), ’AAV1-desm- SGCG était détecté par PCR chez tous les patients
sauf un. L’ARNmM de SGCG était détecté (par RT-PCR) chez les trois patients de la troisieme
cohorte qui ont recu la plus forte dose d’AAV1-desm-SGCG.

L’étude immuno-histochimique montrait une expression de SGCG chez cing patients sur
neuf, avec pour les trois qui ont regu la plus forte dose, une expression de la néo protéine a la
surface de quelques fibres (4,7 a 10,5 %).

La protéine Y-sarcoglycane est devenue également détectable par Western blot chez le
dernier patient.

L’expression de néo SGCG exogene peut étre obtenue chez des patients LGMD2C apres
transfert du gene par un AAV1, sans effet secondaire notable. Cette approche de biothérapie
génique ouvre la voie d’un traitement générale pour ce type de myopathie aprés d’autres
essais. Généthon a d’ailleurs initié¢ de nouvelles études précliniques dans 1’objectif de réaliser
un second essai I/lla de therapie génique visant a corriger la pathologie dans un membre

entier, par perfusion intraveineuse locorégionale (Herson et al., 2012).

XI1. Pathologie associée a la LGMD2C

En 2009, une étude a été menée sur une patiente présentant une démarche anormale et une
hypertrophie des mollets a 1’age de 10 ans. Elle a été diagnostiquée myosite a éosinophiles
apres 1’étude de la biopsie musculaire. Une deuxieme biopsie musculaire a I'age de 20 ans et
des tests génetiques ont révélé une gamma-sarcoglycanopathie primaire. C’est le premier
patient LGMD2C qui a présenté initialement une myosite a €osinophiles. L'éosinophilie a été
signalée précédemment chez les patients atteints de calpainopathie et de la dystrophie
musculaire de Becker et pourrait étre une caracteristique précoce mais transitoire d'un éventail
plus large de dystrophies musculaires (Baumeister et al., 2009).

En 2010, des chercheurs ont démontré qu’un déficit en d-sarcoglycane chez la souris
conduisait a un déficit secondaire de la Y-sarcoglycane et le microspane avec une altération
du bon fonctionnement de la pompe calcique (Solares-Pérez et al., 2010).
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En 2012, un essai de thérapie génique pour la gamma-sarcoglycane de phase | est présenté
afin d’apporter une amélioration de la qualité de vie des patients atteints de dystrophie des
ceintures de type de 2C (Herson et al., 2012).

En 2013, le premier cas d'accident vasculaire cérébral (AVC) ischémique chez un patient
atteint de gamma-sarcoglycanopathie a été rapporté. L’étude a conclus a un AVC cardio-
embolique probable. Deux mécanismes pouvaient étre évoqueés: I'arythmie paroxystique ou la
formation de thrombus intracavitaire. Selon cette étude I'AVC ischémique aigué cardio-
embolique est une complication possible dans la gamma-sarcoglycanopathie (LGMD 2C) et
I'échocardiographie reste essentielle dans le suivi des patients (Fayssoil et al., 2013).

En 2015, une étude chez les souris, a révélé d’une part que la Y-sarcoglycane est une
composante importante dans la voie normale de signalisation en réponse a une perturbation
mécanique et d’autre part qu’elle est nécessaire pour la réponse de I’archvilline (chez
I’homme Supervilline ; protéine de liaison a l'actine et a la myosine 1l) & la stimulation
mécanique dans le muscle squelettique. Ces résultats indiquent que l'archvilline peut
constituer un composant essentiel dans la voie de transduction du signal mécanique associée
au DGC (Figure. 13) (Spinazzola et al., 2015).

Laminines

Complexe des Sarcoglycanes r T

Figure. 13: Association entre la Y-sarcoglycane, la dystrophine et 1’archvilline chez la souris
(Spinazzola et al., 2015).
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XI111. Conseil génétique et diagnostic prénatal

¢+ Conseil génétique

Une fois le diagnostic précis de la LGMD2C est posé chez le patient index, le conseil
génetique doit étre organisé, avec des tests appropriés pour les membres de la famille qui sont
a risque d'étre porteurs de la maladie.

Le conseil génétique fournit des informations sur le mode de transmission, les risques pour
les autres membres de la famille, et le pronostic vital. Les membres de la famille porteurs de
la maladie peuvent discuter avec un conseiller en génétique des options de planification
familiale pour réduire le risque de transmission de la maladie aux futurs enfants (Pegoraro and
Hoffman, 1993).

*Mode de transmission

Les difficultés dans le diagnostic précis de la LGMD2C est la détermination du mode de
transmission dans une famille individuelle rendent le conseil génétique particulierement
compliqué.

*Risque pour les membres de la famille atteints de LGMD2C

Parents du patient index :

-Les parents sont des hétérozygotes obligés et portent donc une seule copie d'une mutation
pathogéne.

-Les hétérozygotes (porteurs) sont asymptomatiques.

Fratrie du patient index :

-A la conception, chaque frére ou sceur de I’individu atteint 4 25% de chance d'étre affecté,
50% de chance d'étre un porteur asymptomatique et 25% de chances d'étre non affecté et non
porteur.

-Une fois qu'un membre de la fratrie a risque est connu pour étre non affecté, la chance qu’il
ou elle soit porteur de la maladie est de 2/3.

-Les hétérozygotes (porteurs) sont asymptomatiques.

-La sévérité clinique et le phénotype de la maladie différent souvent entre les individus ayant
les mémes mutations; ainsi, I'age d'apparition et / ou la progression de la maladie chez les
membres atteints ne peuvent pas étre prédits.

Progéniture d'un patient index :

-Tous les descendants sont porteurs obligés.

-Dans les populations consanguines présentant un trouble autosomique récessif, les risques
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pour la progéniture d'un patient index doivent étre calculés en fonction de la fréquence
porteuse dans la population.

*|dentification des porteurs de mutation

-Si les mutations causant la LGMD2C chez le patient index ont été identifiées, les tests
génétiques de porteurs de mutation chez les membres de la famille a risque est alors possible.
++ Diagnostic prénatal

Le diagnostic prénatal répond a un besoin d'identifier t6t durant la grossesse un certain
nombre d'anomalies feetales ou maladies génétiques. Réalisable depuis les années soixante, le
diagnostic prénatal des maladies génétiques n'est devenu pratique courante de I'évaluation des
grossesses a risque qu'au cours des trois derniéres décennies. Dés 1976 trois études multi-
sites, réalisées en Amérique et en Europe, ont confirmé que le prélevement de liquide
amniotique au second trimestre de la grossesse, en vue d'une étude des cellules feetales
(amniocytes), était une technique fiable et peu risquée pour la mére et le feetus (Pegoraro and
Hoffman, 2012).

Le choix du test prénatal dépend évidemment d'un diagnostic correct du cas index et sur
une identification précise du mode de transmission. Une évaluation systématique des
diagnostics prénataux chez les médecins est nécessaire pour des conseils si la maladie est
confirmée, mais également pour des soins postnatals appropriés et un suivi des nouveau-nés.

En 2008, une étude a été publiée sur le premier diagnostic prénatal réussi de LGMD2C en
Tunisie et dans les pays africains (Siala et al., 2008). C’est également la deuxiéme étude de
diagnostic prénatal de LGMD2C dans le monde aprés I'étude de (Dinger et al., 1998) chez
une famille turque. L’étude a concerné une seule famille présentant deux garcons avec un
phénotype LGMD?2. Un seul diagnostic prénatal a été réalisé chez cette famille. Le protocole
utilisé dans 1’étude était le suivant:

e [Extraction d’ADN

Le liquide amniotique a d’abord été prélevé par amniocentése sous guidage échographique
entre les 14 et 18 semaines de gestation.

L'ADN génomique total a été extrait de cellules du fluide amniotique. L'extraction d'/ADN
a partir des leucocytes sanguins des nouveau-nés a également été réalisée selon le protocole
standard (Kawasaki, 2012).

e Exclusion de la contamination cellulaire maternelle:

La contamination des cellules maternelles a été exclue en utilisant des marqueurs

polymorphes a répetition courte en tandem (STR) génotypés par PCR quantitative
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fluorescente chez tous les feetus et leurs parents (Diego-Alvarez et al., 2005). Les amorces ont
été marquées par fluorescence au prealable. Les produits de PCR ont tous ensuite été
séquenceés.

e Séquencage de I'ADN et dépistage des mutations:

L’amplification des huit exons du géne SGCG et leurs introns ont été réalisées sur I’ADN
extrait des parents et du feetus avec des amorces déja publiées dans la base de données
« Leiden Muscular Dystrophy Pages» et dans des conditions de PCR optimisées. Le
séquencage direct des produits PCR a été réalisé.

Les résultats du séquencgage des huit exons du géne SGCG ont montré que les deux
patients étaient homozygotes pour la mutation ¢.525delT dans 1’exon 6 du géne SGCG.
Contrairement au feetus qui a montré une absence de la mutation. Le feetus a ainsi été suivi
normalement et dépisté une fois née pour la mutation ¢.525delT, le résultat du dépistage était
en concordance avec le diagnostic prénatal.

e Examens postnatals

Des examens cliniques ont été realisés chez le nouveau-né et ont confirmé les résultats
prénataux.
Cette étude montre Il'importance du diagnostic prénatal dans le conseil génétiques, et

I'importance du suivi postnatale des nouveau-nés.
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PATIENTS ET METHODES

Patients et méthodes

. Type et période d’étude

Notre travail a comporte 2 parties :

1-Une étude rétrospective réalisée a partir de dossiers de patients avec un phénotype
LGMD2C probable ayant consultés au service de neurologie du CHU de Constantine et
diagnostiqués uniquement sur des bases phénotypiques.

2-Une étude prospective réalisée a partir de cas nouvellement recrutés.

1.1 Etude rétrospective

Une étude des dossiers de malades et des fiches de consultation archivés a été entreprise
de Mars a Juin 2013, au service de neurologie du CHU de Constantine, a afin de rechercher
d’anciens patients qui répondaient aux critéres d’inclusion de notre étude et ayant eu ou pas
de diagnostic génétique précis auparavant.

En I’absence d’adresse compléte dans certains cas, nous avons retenu uniquement 9
dossiers (10 patients appartenant a 9 familles).

Les patients étaient convoqués, réinterrogés et prélevés aprés consentement éclairé pour
I’étude génétique.

Les informations étaient recueillies a partir des dossiers et des fiches de consultation

lorsque les patients étaient réinterrogés.

1.2 Etude prospective

1l s’agit d’une étude descriptive transversale.
Soixante-six patients appartenant a 56 familles étaient recrutés de maniére prospective lors
de la consultation externe des maladies neuromusculaires entre Mars 2013 et Avril 2015.

I1. Patients

1.1 Description de la population d’étude

Notre étude est une étude clinique et génétique ayant porté sur une série de 76 patients de
I’Est Algérien appartenant a 65 familles non apparentées avec un ou plusieurs membres
atteints. Les 76 patients présentaient un phénotype LGMD R (autosomique réecessif et récessif
lié a I'X).
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-Les patients étaient examines et interroges.

-L’enquéte familiale a était réalisée a partir du cas index ou propositus défini comme le
premier cas malade dans sa famille.

-Les fréres et sceurs malades du patient index ont été examinés et inclus dans cette étude.

-Un arbre généalogique a été établi pour chaque famille (Annexe 2).

-La consanguinité des parents a été recherchée systématiquement.

-Tous les patients ont bénéficié d’un prélévement sanguin aprés consentement éclairé et signé

(Annexe 3), afin de réaliser 1’étude génétique.

La biopsie musculaire a été realisée seulement chez 5 patients (3 familles), dont les
résultats avaient montrés un déficit en Y-sarcoglycane. Tous les autres patients n’ont pas
bénéficié de biopsie musculaire par manque de structures spécialisées en neuropathologie

dans notre région.

1.2 Critéres d’inclusion

Les critéres d’inclusions des patients basés sur I’histoire de la maladie et I’examen clinique
étaient les suivants :

-patients des deux sexes (cas sporadiques ou familiaux).

-un mode de transmission récessif (autosomique récessif ou récessif lié¢ a 1’X).

-une faiblesse musculaire symétrique du tronc et des membres.

-une faiblesse musculaire progressive proximale plus importante que distale.

-un aspect myogeéne révélé par électromyogramme.

-une élévation du taux de CPK.

1.3 Critéres d’exclusion

Etaient exclus de notre étude les patients avec :

-un taux de CPK et LDH normal.

-un mode de transmission autosomique dominant.
-un début néonatal.

-un déficit moteur distal isolé.

-une atteinte faciale, une faiblesse musculaire oculaire ou une atteinte d’autres organes.
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I11. Analyse clinigue

Tous nos patients (cas index et secondaire) étaient soumis a un interrogatoire minutieux et
a un examen clinique complet selon un questionnaire préalablement établi pour cette étude
(Annexe 4) et qui a comporté :
-les données anamnestiques essentielles (antécédents personnels et familiaux des patients et
I’histoire de leur maladie).
-les données de I’examen clinique.
-les critéres de diagnostic.
-1I’évolution de la maladie.
-les examens complémentaires.
-’arbre généalogique pour chaque famille a la recherche d’autres membres atteints et pour

définir le mode de transmission de la maladie.

111.1 Détermination de la sévérité du phénotype des patients

L'age de la perte de la marche était le principal parameétre clinique utilisé pour classer les
patients selon la sévérité du phénotype comme précédemment rapporté par (Merlini et al.,
2000).

Le phénotype était considéré :
-Sévere (Duchenne-like) lorsque la perte de la marche survenait avant 1’age de 13 ans.
-Intermédiaire (BMD/DMD) si la perte de la marche a eu lieu entre 13 et 16 ans.
-Modéré (Becker-like) si la personne marchait encore aprés 1’age de 16 ans.

La sévérité du phénotype chez les patients trop jeunes n’ayant pas encore atteints 1’age de

la perte de la marche, n’a pas pu étre déterminé.

111.2 Examens complémentaires

L’examen clinique était accompagné d’examens complémentaires, tels que le bilan
biochimique (CPK, LDH sériques), un ENMG, une EFR, un ECG et une échographie du

cocur.

111.2.1 Etude biochimique

Les enzymes musculaires sériques a savoir la CPK et la LDH ont été dosés
systématiquement chez tous les patients. Ils étaient exclus de 1’étude les patients avec des taux
de CPK et LDH normaux.
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Le dosage des enzymes a été réalisé en majorité au laboratoire de biochimie du CHU de
Constantine, les valeurs normales des enzymes étaient comprises entre 25 et 170 UI/L pour
les CPK et entre 320 et 440 UI/L pour les LDH.

111.2.2 ENMG

L’ENMG a été réalisé chez tous les patients. Il a été effectué chez la plupart des cas au

laboratoire de physiologie du CHU de Constantine.

111.2.3 EFR, ECG et échographie du ceeur

L’EFR, I’ECG et 1’échographie du coeur ont été réalisés chaque année pour tous les
patients a la recherche d’une atteinte cardiaque ou respiratoire.

IV. Analyse génétique

1VV.1 Méthode de prélévement sanquin et mode d’acheminement

Tous les prélevements sanguins étaient réalisés au cours des consultations externes des
maladies neuromusculaires, dans des tubes stériles EDTA vacutainer de 10 ml.

Le sang préleve était acheminé au laboratoire de biologie et de génétique moléculaire de la
faculté de médecine, université Constantine 3, & température ambiante.

L’extraction de I’ADN était généralement réalisée le jour méme selon un protocole
standard (Miller et al., 1988), en cas de contrainte, les prélevements étaient conservés
pendant 24 heures a 4°C pour étre extrait le lendemain.

Les ADNs extraits étaient conservés a -20°C, avant d’étre transportés par nous-méme au
laboratoire Généthon en France. Des autorisations de transport d’échantillons ont été délivrées
par le laboratoire de biologie et génétique moléculaire (Université Constantine 3) et par le

département de biochimie et biologie cellulaire et moléculaire (Université Constantine 1).

Les techniques de PCR classique, spécifique d’allele, multiplexe et séquencage de Sanger

selon (Sanger et al., 1977), ont été réalisees dans le laboratoire Genéthon a Evry (France).

IV.2 Stratégie de diagnostic adoptée

Compte tenu de la fréquence élevée de la mutation ¢.525delT du géne SGCG en Afrique du
Nord (EI Kerch et al., 2014) et du fait que I’analyse de 1’ensemble de nos arbres

génealogiques a révélé une transmission autosomique récessive accompagné d’un niveau
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élevé de consanguinité, cette mutation a donc éete recherchée en premier lieu chez tous les
patients.

Dans un 2°™ temps, une recherche de délétions d’exons au niveau des points chauds
connus dans le gene DMD a été réalisée chez les familles comportant uniquement des gargons
atteints et non porteurs de la mutation ¢.525delT.

Enfin, Les familles négatives aux deux tests précedents avaient bénéficié d’une analyse de
mutations supplémentaires des 6 autres exons codant du géne SGCG (exons 2, 3, 4, 5, 7, 8).
L’exon 1 du géne n’a pas été analysé car il représente une région non codante (5 UTR) du
géne SGCG (McNally et al., 1996b).

Une PCR spécifique d’allele a été mise au point, afin de faciliter la recherche de la
mutation c.525delT dans notre population, cette PCR spécifique d’alléle peut étre considérée

comme test diagnostique de routine devant un tableau clinique d’une LGMD2C probable.

1VV.2.1 Extraction de ’ADN génomique total

L'ADN génomique était extrait a partir des leucocytes du sang périphérique des patients
par la technique au NaCl selon le protocole standard (Miller et al., 1988) au laboratoire de

biochimie et génétique moléculaire du CHU de Constantine.

IV.2.1.1 Principe

Les 10 ml de sang préelevés des patients étaient utilisés pour I’extraction de I’ADN
génomique qui représente une matrice d’amplification pour les réactions PCR. La méthode
employée dans notre étude est une méthode utilisant un solvant inorganique, le NaCl. Le sang
doit étre initialement mélangé a une solution hypotonique TE 20:5 (Tris 20mM Ph 7.5/MgCl,
mMSDS a 10%). Le lysa est centrifugé, et apres élimination du surnageant, le culot cellulaire
contenant les leucocytes est traité par une solution de lyse (Na cl 400 Mm, EDTA 2mM, Tris
10mM, pH 8.2) et une solution de protéinase. La protéinase K digére les protéines cellulaires,
ces dernieres seront par la suite reléguées par 1’intermédiaire d’une force ionique du NaCl
(4M). Enfin, la précipitation de I’ADN génomique est effectuée en utilisant une solution
d’éthanol absolu a froid (-20°C). L’extraction est faite selon le protocole expérimental

suivant :
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1VV.2.1.2 Lyse des globules rouges

Apres avoir enlevé le plasma sanguin, on compléte le tube Falcon a 50ml avec le TE20 :5
pour faire éclater les globules rouges. La lyse est réalisée a 4°C pendant 10 a 15 minutes. Le
lysat est centrifugé pendant 15 minutes a 3000 tours/ minutes a température ambiante.

Apres élimination avec précaution du surnageant, on répéte 1’opération préceédente 2 fois.
S’il y’a des hématies qui persistent dans le culot, on effectue un lavage supplémentaire
jusqu’a avoir un culot de blanc dépourvus de globules rouges.

1VV.2.1.3 Lyse des leucocytes

Au culot des blancs, on rajoute 3ml de tampon de lyse (NaCl 400 mM, EDTA 2mM, Tris
10 mM, pH 8.2) et 200ul de SDS 10% (100 g SDS +100ml H20) afin de solubiliser les
membranes des leucocytes, ensuite on rajoute 100ul de protéinase K a 10mg/ml, la
suspension obtenue est placée sur une roue a 37°C pendant une nuit. Apres refroidissement
dans la glace, on rajoute a I’extrait Iml de NaCl 4M tout en agitant vigoureusement.

1VV.2.1.4 Précipitation des protéines

La suspension obtenue est remise a 5 minutes dans la glace jusqu’a avoir un aspect laiteux.
Cette derniere est par la suite centrifugée 10 minutes a 2500 tours/minutes afin de précipiter
les protéines. On obtient ainsi un culot au fond du tube contenant les débris (protéines,
lipides,...), un surnageant contenant de I’ADN et I’interface contenant en majorité des
protéines et peu d’ADN. Le surnageant contenant I’ADN dispersé, est récupéré dans un tube
de 50ml.

1V.2.1.5 Précipitation de PADN

On transvase le surnageant dans un tube Falcon de 15 ml, on lui rajoute 2 fois son volume
d’éthanol absolu (100%) préalablement refroidi. On laisse I’ADN se précipiter par agitation
en retournant délicatement le tube jusqu’a ce que les filaments d’ADN forment une méduse
visible a I’ceil nu (laisser éventuellement 30 minutes a -20°C si la pelote d’ADN ne se forme
pas). L’ADN est récupéré dans un tube Eppendorf (0.5 ml), la méduse d’ADN ainsi
condensée est lavée 2 fois a 1’éthanol 70% afin d’éliminer les traces de sels et séchée dans un

lyophilisateur pendant 30 minutes.

V1.2.1.6 Quantification et controle de la pureté de PADN

Tous les I'ADN extraits des patients étaient contr6lés grace au rapport A260 / A280 en

utilisant un spectrophotomeétre Nanodrop (ND-8000 8-échantillon spectrophotométre).
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L’acide nucléique et la plus part des macromolécules biologiques étant incolores, elles ne
manifestent aucune absorption dans la gamme visible du spectre. En revanche, I’ADN montre
une absorbance aux rayons ultraviolets (UV) spécifique, avec un maximum a 260 nm et un
minimum a 230 nm, tandis que le maximum d’absorbance des protéines se situe a 280 nm.

Le rapport R= A260/A280 constitue un bon indicateur de la pureté de I’ADN (Barbas et al.,
2007). Ce rapport doit étre compris entre 1.6 et 2. Une valeur inférieure a 1.6 témoigne d’une
contamination protéique et une valeur supérieure a 2 indique une contamination par I’ARN.

La quantification de ’ADN est réalisée a 260 nm avec une unité d’absorbance qui
correspond a 50pg/ml. D’apres ce principe, la concentration d’ADN peut étre calculée a partir
de la formule suivante :

[ADN] en ng/ul = A260 x 50 x facteur de dilution.

1V.2.2 Amplification de PADN génomique par PCR classique et PCR spécifique

d’alléle

Toutes les etapes de la mise au point de ces techniques de biologie moléculaire et ’analyse
de I’ensemble des échantillons d’ADN des patients étaient réalisées par nous-méme au

laboratoire Généthon d’Evry (France).

1VV.2.2.1 Amplification de ’ADN par PCR classique

Pour l'analyse des sept exons codants du géne SGCG (NM_000231.2), 200 ng d'ADN
génomique étaient amplifiés par une PCR classique en utilisant des amorces décrites dans le

tableau 5, dans un volume total de 50 ul de PCR.

Tableau. 5: Séquences des amorces des sept exons codants du gene SGCG.

Target Upper sequence Lower sequence PCR product size (in bp)
Exon 2 | gtattaaacaagttgcctccctc caaaacaagaacatgcttaccag 309
Exon 3 | ggcaatatatggaaatacatgtgtg | gcacatgtatgcgctttaaaa 311
Exon 4 | ccaggatctgtaacaatggataa tggacaacatgcatgcaaag 249
Exon5 | cagaatcaatcaataccactaatgg | gcttgaaagattccacataaacttg 360
Exon 6 | agaaaagtagggaaagagttggg gatgaaataagaaacagtcaggaag 354
Exon7 | gttaccatttgagaatgacttgaag | actcaggaatatcatcaggacatac 313
Exon 8 | acgaaatgagttacataaagtcagg | tcaccagtaacttggggaaaa 1017
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A/ Préparation du milieu réactionnel de la PCR

Sept Mix de PCR étaient préparés pour chacun des exons 2, 3, 4, 5, 6, 7 et 8 du géne
SGCG, en ajoutant les réactifs suivants dans un tube Eppendorf de 1.5 ml pour chaque
échantillon d’ADN:

e 17 ul d’eau distillée stérile

e 10ul de tampon 5X Phusion HF (contenant 1.5mM MgCI2)
e 10ul de dNTP (1 mM)

e 0.5ul de taq phusion (Thermo-scientific US)

e 1.25ul d’amorce Xa (10 uM)

e 1.25ul d’amorce Xm (10 uM)

e 10ul d’ADN (20 ng)

B/ Déroulement des cycles de la PCR

Dans une plaque destinée au thermocycleur, chaque puit correspond au mix d’un exon
specifique, dans ces puits 45ul de mix est ajouté avec 5 ul d’ADN du patient.

Le programme utilisé était le suivant :

-dénaturation a 98°c pendant 01 minute
-hybridation a 98°c pendant 10 secondes
-élongation a 59°c pendant 30 secondes
30 cycles
-dénaturation a 72°c pendant 01 minute

-extension finale a 72°c pendant 10 minutes

C/ Préparation du gel d’agarose pour le contréle de PCR

Le controle de la taille des fragments amplifiés était effectué par électrophorése sur un gel
d’agarose a 2% (2g d’agarose+100ml TBE 1X) additionné a 4.5ul de SYBR Safe qui est un
réactif intercalant qui se fixe entre les bases nucléiques a I’intérieur de la double hélice et qui
rendra les ADN fluorescents par expositions aux UV, le gel est ensuite coulé sur la plaque

d’une cuve horizontale).
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D/ Contréle des produits PCR

Les produits de PCR étaient soumis a une électrophorese sur un gel d'agarose a 2% afin de
confirmer leur amplification et leur taille correcte (Figures 14 et 15) en passant par les étapes
suivantes :

e additionner a 10ul du produit PCR, 5ul de 2X Orange.

e déposer 5ul du marqueur de taille dans le premier puit du gel.

e deéposer 15ul de chaque échantillon de patient dans chaque puit du gel.

e faire migrer les échantillons a 90 volts pendant 20 minutes.

e examiner et photographier le gel sous UV.
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Figure. 14: Profil d’électrophoréese sur gel d’agarose & 2% des fragments amplifiés par PCR
de I’exon 6 du géne SGCG.

ex2 ex3 ex4 ex5 ex7 ex$8

Figure. 15: Profil d’électrophorése sur gel d’agarose a 2% des fragments amplifiés par PCR
des exons 2, 3, 4, 5,7 et 8 du géne SGCG.
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1VV.2.2.2 PCR spécifique d’alléle

A/ Principe
La PCR spécifique d’alléle est employée trés souvent afin d’identifier rapidement une
mutation génique connue. L’amplification spécifique ne peut étre obtenue que si lI'amorce
specifique correspond a I’alléle muté et donc ne correspond pas a l'alléle normal (sauvage).
L’ADN génomique est amplifi¢ de maniére sélective avec I’amorce sens et anti sens de la
mutation spécifique (Figure 16).
Afin d’identifier spécifiquement la mutation ¢.525delT, les échantillons d’ADN des

patients étaient amplifiés par deux types d’amorces:

Pour I’alléle normal, I’ADN était amplifié avec les amorces suivantes:
» amorce sens (5’-AAGCCTGCTAATTTGTAATTGC-3”)
» amorce anti-sens (5’- TGTCTCCACTGAATGTTCAAAAA-3’).

Pour I’alléele muté (c.525delT), I’ADN était amplifié avec une amorce anti-sens spécifique
a la mutation:

» amorce sens (5’-AAGCCTGCTAATTTGTAATTGC-3’).

» amorce anti sens (5’-TGTCTCCACTGAATGTTCAAAAG-3’).

B/ Préparation du milieu réactionnel de la PCR

Deux mix de PCR étaient préparés, 1’un correspondant a I’alléle muté et ’autre a 1’all¢le
normal en utilisant les amorces spécifiques pour chaque alléle. Les réactifs suivants étaient
rajouteés pour chaque échantillon d’ADN:

e 22ul d’EAU

e 5ul de tampon applied

e 10ul de dNTP 1mM

e 1.25 ul d’amorce Ex6 normal-a & 10uM

e 1.25 pul d’amorce Ex6 muté-m/normal-m a 10uM

e 0.5 ul Taq applied

e 10 ul DNA 20ng/ul
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C/ Déroulement des cycles de la PCR

Le programme utilisé pour amplifier la PCR était le suivant:

-dénaturation a 95°C pendant 2 minutes

—

-hybridation a 95°C pendant 15 secondes

-élongation & 63°C pendant 30 secondes

) o — 35cycles
-dénaturation a 72°C pendant 20 secondes

-extension finale & 72°C pendant 5 minutes _

Les produits de PCR étaient séparés sur un gel d'agarose a 2% (méme procédé que pour la

PCR classique).
T séquence non mutée
| 7 | ADN monobrin (brin -)
3 ["""""""""—] ! 5
) . . . e
amorce ARM c-:-mnmn-53 -|-3 amorce standard apparismment
5 A | |. 3
[ J"/tl | ADN monobrin (brin +)
f A saguence non mutée
(5* saguence mutée
| 7 | ADN monobrin (brin -)
3I 5'| | H 5I m s s s s mos s oam
amorce ARN commune > G* amorce "mutée’ _ appariemment
g' ; .13 | — ! . .
| 7 |_ ADN manobrin (brin +)
! C* seguence mutee 3

Figure. 16: Principe d’une PCR spécifique d’allele (http://pst.chez-alice.fr/tsp2.htm).
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1V.2.3 Séquencage (Sanger) des produits de PCR des sept exons du gene SGCG

IVV.2.3.1 Principe

Le recopiage d’un brin matrice par une ADN polymérase ADN dépendante est initiée par
la fixation d’un oligonucléotide spécifique (amorce), complémentaire du brin matrice. Cette
ADN polymérase va permettre 1’élongation d’un nouveau brin complémentaire du brin
matrice dans le sens 5° 3. L’ADN polymérase permet 1’incorporation de nucléotides (ANTP:
déoxynucléotides) libres présents dans le milieu réactionnel par la formation d’un pont
phosphodiester entre le 3’OH de la chaine et le 5° phosphate du dNTP suivant.

La réaction de Sanger repose sur 1’incorporation aléatoire par cette ADN polymérase de
didéoxynucléotides interrupteurs de chaine (ddNTP) eux aussi présents dans le milieu
réactionnel. Ces ddNTP different des dNTP par leur extrémité 3°. L’extrémité 3’OH des
dNTP est remplacée par une extrémité 3’H. Cette modification empéche la formation de la
liaison phosphodiester entre le ddNTP incorporé dans la chaine et le nucléotide suivant,
I’allongement de la chaine est alors interrompu.

Dans le milieu réactionnel il y a compétition entre les dNTP et les ddNTP. Le rapport
spécifique dANTP/ANTP et I’affinité de la taq pour chaque nucléotide sont optimisés de telle
fagon qu'un ddNTP soit statistiquement incorporé a toutes les positions possibles.

Une migration électrophorétique du produit de cette réaction de séquence sur un gel trés
résolutif (polyacrylamide) va séparer tous les fragments présents en fonction de leur masse
moléculaire (taille). Les plus petits fragments vont migrer plus rapidement que les grands. La
grande résolution de ce gel permet de distinguer des fragments différents entre eux d’une
paire de base.

L’identification du ddNTP présent a I’extrémité 3’ de chaque fragment déterminera la

séquence nucléotidique du brin matrice initial.

1VV.2.3.2 Préparation des produits de PCR

Les produits de PCR des 7 exons étudiés du géne SGCG étaient directement envoyes pour
séquencage a la compagnie Beckman Coulter Genomics, Takeley, Royaume-Uni.
Les étapes précédant I’envoi des produits de PCR étaient les suivantes:
» Les produits PCR étaient placés dans des tubes eppendorf a 1.5ml sur lesquels étaient
indiquées les informations de chaque patient (numéro du patient et le numéro de

I’exon), en sachant que le volume du produit PCR envoye était de 30 pl.
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* Les produits PCR de I’ADN du témoin ainsi que les amorces a 5 uM de chaque exon

étaient également envoyés.

1V.2.3.3 Analyse des séquences

Une fois les résultats du séquencage des amplicons nous étaient renvoyés par la
compagnie Beckman Coulter Genomics, chaque séquence d’exon d’un patient était analysée
et comparée a celle d’un témoin par le logiciel Sequencher 4.10.1 (Gene Codes Corporation).

Tous les résultats étaient ensuite groupés dans un fichier Excel pour faciliter 1’exploitation

de ces données lors de 1’analyse statistique.

1V.2.4 Amplification de ’ADN par PCR multiplex a la recherche de macro-délétions

du géne DMD

La PCR multiplexe est une technique limitée, car elle ne peut pas détecter toutes les
mutations, mais 1'énorme avantage c’est qu'elle est simple et facile a mettre au point pour un
criblage initial, en particulier dans les pays ou 1’élaboration des technologies est difficile.

Les délétions des dix-neuf exons les plus fréqguemment touchés du gene DMD (séquence
NG_012232.1) étaient examinés par PCR multiplexe en utilisant des amorces précédemment
publiées (Beggs et al., 1990; Chamberlain et al., 1988) (Tableau 6). Les petits fragments de
géne ainsi obtenus étaient séparés par électrophorese car ils migraient a différentes distances
dans une couche de gel. Chaque bande correspondait a un des 19 exons amplifiés (une
délétion se manifeste par I'absence d'une ou plusieurs de ces bandes).

Afin de bien observer I’amplification simultanée de 19 exons du gene de la dystrophine
trois mix d’amorces étaient preparés:

> mix | (exons 4, 8,12, 17,19, 44 et 45).

» mix Il (DP427m promotor, exons 3, 6, 43, 50, 52 et 60).

> mix Il (exons 13, 46, 47, 48 et 51).

L’exon 46 était également amplifié seul chez quelques patients pour une meilleure lecture
sur gel.

Les mélanges d’amorces étaient choisis de telle fagon que les différents produits
d’amplification obtenus au sein d’une seule réaction aient des tailles différentes et soient donc

facilement individualisés.
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1VV.2.4.1 Préparation du milieu réactionnel de la PCR

Dans trois tubes Ependorff de 0,5 ml correspondant aux trois Mix de PCR, ajouter

successivement pour chaque individu les solutions suivantes (pour un volume total de 50pl) :

3ul d’eau distillée stérile

10pl de tampon 5X Phusion HF (contenant 1.5mM MgCI2)
10pl de dNTPs 1 mM

1.5ul de DMSO (3%)

0.5ul de Taq phusion (Thermo-scientific US)

20ul de mélange d’amorces (10uM)

5ul ADN (20 ng)

Pour I’amplification de I’exon 46, ajouter dans un quatrieme tube Eppendorf de 0.5 ml,

pour chaque individu les solutions suivantes :

21ul d’Eau distillée stérile

10pl de tampon 5X Phusion HF (contenant 1.5mM MgCl2)
10pl de dNTPs (1 mM)

1.5l de DMSO (3%)

0.5ul de Taq phusion (Thermo-scientific US)

Iul d’amorce ex46a (10 uM)

1ul d’amorce ex46m (10 uM)

Sul d’ADN (20 ng)
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Tableau. 6: Séquences d’amorces de 19 exons du géne DMD (Beggs et al, 1990;
Chamberlain et al, 1988).

Exons Reference | Longueur Amorces sens / Nom
amplifiés (en bp) anti-sens
exon 45 | Chamberlain 547 aaacatggaacatccttgtggggac / ex45-
1990 cattcctattagatctgtcgecctac F/IR
exon 48 | Chamberlain 506 ttgaatacattggttaaatcccaacatg / ex48-
1990 cctgaataaagtcttccttaccacac F/IR
exon 19 | Chamberlain 459 gatggcaaaagtgttgagaaaaagtc / ex19-
1990 ttctaccacatcccattttcttcca F/IR
exon 17 | Chamberlain 416 gactttcgatgttgagattactttccc / ex17-
1990 aagcttgagatgctctcacCTTTTCC F/IR
exon 51 | Chamberlain 388 gaaattggctctttagcttgtgtttc / ex51-
1990 ggagagtaaagtgattggtggaaaatc F/IR
exon 8 Chamberlain 360 ggcctcattctcatgttctaattag / ex8-F/R
1990 gtcctttacacactttacCTGTTGAG
exon 12 | Chamberlain 331 gatagtgggctttacttacatccttc / ex12-
1990 gaaagcacgcaacataagatacacct F/IR
exon 44 | Chamberlain 268 cttgatccatatgcttttacctgca / ex44-
1990 tccatcacccttcagaacctgatct FIR
exon 4 Chamberlain 196 ttgtcggtctctctgetggtcagtg / ex4-F/R
1990 caaagccctcactcaaacatgaagc
Exons | Reference Longueur Amorces sens / Nom
amplifiés (en bp anti-sens
Dp427m | Beggs 1990 535 GAAGATC Ctagacagtggatacataacaaatgcatg / PmF/R
exon 1 ttctccgaaggtaattgcctceccagatctgagtee
exon 3 Begas 1990 410 tcatcc a tcatcttcggcagattaab / ex3-F/R
caggcggtagagtatgccaaatgaaaatca
exon 43 | Beggs 1990 357 gaacatgtcaaagtcactggacttcatgg / ex43-
atatatgtgttacctacCCTTGTCGGTCC F/IR
exon 50 | Beggs 1990 271 caccaaatggattaagatgttcatgaat / ex50-
tctetctcacccagtcatcacttcatag F/IR
exon 13 | Beggs 1990 238 aataggagtacctgagatgtagcagaaat / ex13-
ctgacCTTAAGTTGTTCTTCCAAAGCAG F/IR
exon 6 Beqggs 1990 202 ccacatgtagGTCAAAAATGTAATGAA / ex6-F/R
gtctcagtaatcttcttacCTATGACTATGG
exon 47 | Beggs 1990 181 cgttgttgcatttgtctgtttcagTTAC / ex47-
gtctaacCTTTATCCACTGGAGATTTG F/IR
exon 60 | Beggs 1990 139 AGGAGAAATTGCGCCTCTGAAAGAGAACG | ex60-
/ F/R
CTGCAGAAGCTTCCATCTGGTGTTCAGG
exon 52 | Beggs 1990 113 AATGCAGGATTTGGAACAGAGGCGTCC/ ex52-
TTCGATCCGTAATGATTGTTCTAGCCTC F/IR
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1V.2.4.2 Déroulement des cycles de la PCR

Dans une plaque destinée au thermocycleur, étaient ajoutés séparément dans chaque puit
correspondant a chaque patient, 45ul de mix I, mix Il, mix 11 et mix exon 46, ensuite 5 pl
d’ADN de chaque patient était déposé dans chacun des 4 puits.

Le programme utilisé était un Touch-down: dénaturation a 98°C pendant 1 minute,
hybridation a 98°C pendant 10 secondes, élongation a 64-56°C pendant 30 secondes (La
température diminue de 2°C tous les 2 cycles de 64°C a 56°C), Ces étapes sont suivies par 20
cycles a 98°C pendant 10 seconde; 56°C pendant 30 secondes; 72°C pendant 20 secondes et

une extension finale a 72°C pendant 5 minutes.

1VV.2.4.3 Préparation du gel NuSieve/agarose a 3%

Les produits PCR étaient séparés sur un gel NuSieve/agarose a 3% (2g de NuSieve+1g
d’agarose + 100ml du tampon TAE 1X, additionner 4.5ul de SYBR Safe).

1VV.2.4.4 Controdle des produits PCR

Les produits de PCR étaient soumis a une électrophorese sur un gel NuSieve /agarose a 3%
(Figure 17) afin de détecter les éventuelles délétions d’exons (absence de bande amplifiée) en
passant par les étapes suivantes :

- Additionner a 10pl du produit PCR 5ul de 2X orange.

- Déposer 5ul du marqueur de taille dans le premier puit du gel.

- Déposer 15ul de chaque échantillon de patient dans chaque puit du gel.

- Placer les électrodes de fagon que la cathode se trouve du coté opposé du dépbt des
échantillons en raison de la charge négative de I’ADN.

- Brancher le générateur et sélectionner le voltage a 80 volts puis a 100 volts pendant 3 heures

jusqu’a la séparation des bandes, ensuite, examiner et photographier le gel sous UV.
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Exons
A

| DP427m(535pb) |

48(506ph
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Ex43(357pb)
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i

Figure. 17: Profil d’électrophorése sur gel NuSieve/agarose a 3% des fragments amplifiés par
PCR multiplexe des 19 exons du géne DMD.
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V. Analyse statistique des données

Des tests non paramétriques étaient utilisés pour la comparaison des données statistiques
obtenus. De nombreux tests non paramétriques permettent de travailler avec de petits
échantillons (<30). Ceci est particulierement utile aux chercheurs travaillants sur des maladies
rares (Gupta, 2004).

V.1 Analyses uni-variées

Les variables qualitatives étaient obtenues par estimation de la fréquence en pourcentage

(%) tandis que les variables quantitatives ont été exprimées en moyennes et médianes.

V.2 Analyses bi-variées

Les données étaient analysees en utilisant le test exact de Fisher et le test de Wilcoxon-

Mann-Whitney via le programme statistique en ligne Biosta TGV.

Test exact de Fisher :

Pour la comparaison des pourcentages nous avons appliqué le test exact de Fisher. Le test
des probabilités exactes de Fisher est une approche non paramétrique permettant de tester si

deux variables qualitatives (nominales ou ordinales) distinctes [-X"- X~} a deux modalités
sont indépendantes. Ce test est une alternative au test de Chi-deux lorsque les échantillons
sont petits.

Test de Wilcoxon-Mann-Whitney:

La comparaison des moyennes était réalisée a partir d’un test non paramétrique, il s’agit du
test de Wilcoxon-Mann-Whitney (aussi appelé test de la somme des rangs de Wilcoxon ou

plus simplement test de Wilcoxon).
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Résultats

I. Analyse phénotypique de I’ensemble des patients

Soixante-seize patients appartenant a 65 familles de phénotype LGMD R originaires de
I'Est de I'Algérie, ont été retenus pour étude.

Les parametres cliniques enregistrés étaient : I'dge, le sexe, la consanguinité des parents,
les antéceédents familiaux, I'dge de debut, les signes associés (hypertrophie des mollets,
macroglossie,...), les complications cardiaques et respiratoires.

-Les patients étaient repartis en 23 femmes (30%) et 53 hommes (70%) agés au moment de

I’étude en moyenne de 14.7 ans (extrémes 2 - 34 ans).

-L’age moyen de début de la maladie était de 6.3 ans (extrémes 1-17 ans). Vingt-neuf patients

(38%) ont perdus la marche a un age moyen de 14.2 ans (extrémes 8 -25 ans).

-L'age de la perte de la marche était le parametre clinique principal utilisé pour définir la
sévérité du phénotype des patients. Les patients étaient classés comme suit :

e Douze patients (16%) avaient un phénotype sévére (perte de la marche avant 1’age de
13 ans).

e Neuf patients (12%) avaient un phénotype intermédiaire (perte de la marche entre 13
et 16 ans).

e Seize patients (21%) avaient un phénotype modéré (marchaient encore aprés 1I’age de
16 ans).

e la sévérité du phénotype n’a pas été déterminée chez 39 patients (51%) car il s’agissait

d’enfants jeunes n’ayant pas encore atteints 1’age de la perte de la marche.

-L’histoire familiale a révélé des cas secondaires chez 21 familles et le mariage consanguin a
été observé chez et 38 familles.
-La répartition des patients selon les résultats de 1’examen neurologique est résumée dans la

figure 18.
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Signe de Gowers 95%

Hypertrophie des mollets
Rétractions musculo-tendineuses
Macroglossie

Scoliose

Hyperlordose

Troubles respiratoires

Troubles cardiaques

B Nombre de patients

Figure 18: Répartition des patients selon les résultats de I’examen neurologique.

Quarante-neuf patients présentaient des rétractions musculotendineuses. La répartition des
patients en fonction de ces rétractions était la suivante :
e Vingt-trois patients (47%) avaient des rétractions du tendon d’Achille.
e Treize patients (27%) avaient des rétractions au niveau des genoux.
e Sept patients (14%) avaient des rétractions au niveau des chevilles.

e Six patients (12%) avaient des rétractions au niveau des coudes.

Les troubles respiratoires étaient présents chez 23 patients. L’4ge moyen du début de ces
troubles était de 13,04 ans (extrémes 7-22 ans). Parmi les 23 patients :

e Dix-neuf patients (83%) avaient des troubles ventilatoires restrictifs.
e Trois patients (9%) avaient un trouble ventilatoire mixte (restrictif/obstructif) a
prédominance restrictif.

e Un patient avait un syndrome obstructif.

Les troubles cardiaques étaient présents chez 5 patients. L’age moyen de ces troubles était
de 13,4 ans (extrémes 7-20 ans). Il s’agissait de :

e cardiomyopathie dilatée chez 2 patients.

e d’insuffisance mitrale chez 2 patients.

e d’insuffisance tricuspidienne chez 1 patient.
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I1. Recherche de la mutation ¢.525del T

La recherche de la mutation ¢.525delT par amplification, séquengage direct de ’exon 6 du
géne SGCG chez I'ensemble des patients a permis d’identifier la mutation ¢.525delT chez 15
patients correspondant a un total de 11 familles (Figure 19) :

e Douze patients (9 familles) étaient homozygotes pour la mutation ¢.525delT.

e Trois patients (2 familles) étaient hétérozygotes pour cette méme mutation.

Chez les trois patients hétérozygotes, une analyse plus approfondie du géne SGCG a été
effectué afin de rechercher d’autres mutations causales par séquencage direct des 6 autres
exons codant du gene SGCG (exons 2, 3, 4, 5, 7 et 8).

Apreés I’identification de la mutation ¢.525delT chez 15 patients (20%) de notre population
d’étude, nous avons décidé de mettre au point une PCR spécifique d'allele dans le but de
faciliter la recherche pratique de cette mutation et d’inclure cette technique dans la démarche

diagnostique de routine dans notre laboratoire.
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Figure 19: Electrophérogramme de la mutation ¢.525delT.

(A) Séquence normale. (B) Séquence mutée.
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Figure 19: Electrophérogramme de la mutation ¢.525delT (suite).

(A) Séquence normale. (B) Séquence mutée.
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Figure 19: Electrophérogramme de la mutation ¢.525delT (suite).

(A) Séquence normale. (B) Séquence mutée.
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11.1 Mise au point de la PCR spécifique d’alléle

Deux jeux d'amorces, un spécifique de l'alléle de type sauvage et un spécifique de l'alléle
mutant ont été testés en utilisant 'ADN des échantillons homozygotes (c.525delT/c.525delT)
et hétérozygotes (c.525delT/c.87dupT) identifiés par sequencage direct en plus d'un contrdle
de type sauvage.

Les résultats montrent que les amorces et les conditions de PCR spécifiques d'alléles ont

permis de distinguer precisement 1’allele sauvage de 1’alléle mutant (Figure 20).

Marqueur Patients HO Patient HE Controle
de taille

NL MT NL MT NL MT NL MT

Figure 20: Analyse de la mutation ¢.525delT par PCR spécifique d'allele.

*Chaque échantillon a été analysé en utilisant les deux types d’amorces, pour l'allele normal
(NL) et I’allele muté (MT). Chez les patients homozygotes (HO), seule la bande mutée a été
observée. Chez I'échantillon de patient hétérozygote (HE), les bandes normales et mutées ont
été observees. Chez le témoin, seule la bande normale a été observée.

1.2 Analyse phénotypique des patients LGMD2C porteurs de la mutation ¢.525delT a

I’état homozygote

11.1.1 Analyse clinique des patients

-Les 12 patients (9 familles) homozygotes pour la mutation ¢.525delT étaient répartis en 4
filles et 8 garcons agés au moment de 1’étude en moyenne de 15.4 ans (extrémes 8-25 ans)
avec un age moyen de début de la maladie de 5.2 ans (extrémes 2-8 ans). Huit patients ont
perdus la marche a un &ge moyen de 13.6 ans.

-La notion de consanguinite a été retrouvée chez 6 familles et quatre familles avaient une
histoire familiale de cas similaires.

-Parmi les signes cliniques associés a la LGMD2C chez ces patients, I’hypertrophie des

mollets était observée dans tous les cas.
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-La macroglossie a été observée chez 10 patients (83%)

-Les retractions musculotendineuses ont été présentes chez 10 patients (83%)

-La scoliose a été observée chez deux patients (17%).

-L’hyperlordose a été observée chez deux patients (17%).

-Trois patients ont eu un syndrome respiratoire restrictif (25%).

-Aucune cardiomyopathie n’a été observée chez ces patients.

11.1.2 Répartition des patients selon la sévérité du phénotype

Trois types de phénotype (sévere, intermédiaire et modéré) ont étaient distingués selon 1’age
de la perte de la marche (Merlini et al., 2000) (Tableau 7).

Tableau. 7: Répartition des patients LGMD2C (c.525delT/c.525delT) selon la sévérité du

phénotype.
N° famille Age de la perte de la marche Phénotype clinique
(numéro du patient)

1(1) 14 Intermédiaire

1(2) Marchait encore ND

5(7) 13 Intermédiaire
8(12) 12 Sévere
8(25) 17 Modéré
20(30) Marchait encore ND
39(51) Marchait encore ND
39(52) 14 Intermédiaire
44(57) 14 Intermédiaire
48(61) 13 Intermédiaire
61(75) 12 Sévere
65(79) Marchait encore ND

ND: non déterminé
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La répartition des patients homozygotes pour la mutation ¢.525delT selon la séverité du
phénotype a révéle que 5 patients avaient un phénotype intermediaire, 2 avaient un phénotype
sévere et 1 patient avait un phénotype modére.

La sévérit¢ du phénotype n’a pas pu étre déterminée chez 4 patients car il s’agissait

d’enfants jeunes n’ayant pas encore atteints 1’age de la perte de la marche.

I11. Recherche de délétion dans le géne DMD

Nous avons analysé 37 familles comportant uniquement des garcons atteints (42
patients) et non porteurs de la mutation ¢.525delT a la recherche des délétions dans le gene
DMD par PCR multiplex.

La PCR multiplexe est une technique avec des limites, car elle ne peut pas détecter toutes
les mutations, mais a un avantage énorme d’étre facile a mettre au point. Nous avons réalisé
trois combinaisons d’amorces (précédemment décrites) selon les différentes tailles des
produits de PCR, afin de rechercher des délétions dans les points chauds du gene DMD
représentaient par 19 exons. Les combinaisons des amorces utilisées étaient les suivantes:

mix | (exons 4, 8, 12, 17, 19, 44 and 45), mix Il (DP427m promotor and exons 3, 6, 43, 50, 52
and 60), mix Il (exons 13, 46, 47, 48 and 51). L’exon 46 a également été amplifié seul pour
une meilleure lecture sur gel.

Les résultats ont montré que 20 patients (26%) appartenant a 19 familles avaient des
délétions dans le gene DMD (Figure 21). Douze types de délétions ont été observés,

comportant des délétions d'exons uniques et multiples, dont deux étaient tres grandes.
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A

Exons T 4(6)

48 Dp427m
45 19 3
17" 51 43
128 50 "
44 6
4 60 ¥ 46

52
9(13) 10(14) 14(20)
18(27) 23(33) 24(34)
T 28(39)

Figure 21: Identification des délétions dans le gene DMD par PCR multiplexe.
A/ Résultats de la PCR multiplexe chez les 20 patients atteints de dystrophinopathies.
* T represente le témoin, les chiffres en haut de I’image indiquent le numéro de famille

(numéro de patients). L'absence de bandes spécifiques est indiquée par des etoiles. Les

nombres sur la gauche de I’image indiquent les exons amplifiés correspondant a une
combinaison spécifique d'amorces.
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T 19(28) 37 19(29)
Exons
48 Dm 45
3 19
51 43 17
13 50 12
6
47 44
60 4
52
T 29(40) T 22(32) T 49(62)

T 28 29 32 33 40 62 63 67 70 72 77

Figure 21: Identification des delétions dans le gene DMD par PCR multiplexe (suite).
A/ Résultats de la PCR multiplexe chez les 20 patients atteints de dystrophinopathies (suite).
B/ Analyse spécifique des exons 46 et 47 chez 11 patients.
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Les délétions uniques et multiples étaient réparties comme suit:

e délétions multiples d'exons présentent chez 13 patients (65%) dont 23% avaient des
délétions des exons 45, 46 et 47. Les deux grandes délétions retrouvées chez deux
patients souffrant de dystrophinopathies couvraient les deux points chauds du gene
DMD: délétions des exons 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 19, 43 et 44 et les exons 3, 4, 6, 8, 12,
13,17, 19, 43, 48, 50 et Dp427m promoteur (Figure 22).

e délétions d'exon unique présentent chez 5 patients (25%) dont 80 % avaient une
délétion de I’exon 45. La délétion de I’exon 50 représentait 10%, elle n’a pas été
considérée comme délétion d’exon unique car I’exon 49 n’a pas été analysé et donc

I’extension de la délétion n’a pas €té déterminée.

= 10- 24-38- 49

w— 4- 9- 63
- 28
o 14
m.a= 5o
- 19--19
— 18- 29

Figure 22: Représentation schématique de la protéine dystrophine avec ses différents

domaines et les exons correspondants.

*D signifie DP427m. Les exons qui ont été étudiés sont indiqués en violet foncé. L’absence
de I'amplification des exons est représentée par des traits continus. Les traits discontinus
indiquent la probable extension de la délétion. Les chiffres a droite de la bande de délétion
indiquent les numéros de familles et le nombre de patients.
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Il a été possible de prédire la conséquence des délétions sur le cadre de lecture dans le cas
ou les exons adjacents a la délétion ont eété analysés, ou en raison de la continuité du cadre de
lecture des exon (s) ambigu, comme c’est le cas pour le cadre de lecture de 1I’exon 49 qui est
une continuité des exons 48 et 50, en utilisant 1’option frame shift checker sur le site internet

de Leiden Muscular Dystrophy.

Neuf des délétions étaient hors-phase (c'est-a-dire qu’il existe un décalage de cadre de
lecture « out-of-frame »); 4 étaient en phase (pas de décalage de cadre de lecture «in-
frame ») et 7 n’ont pas eu de cadre défini (Tableau 8). La grande délétion présente dans la
famille 53 touche le promoteur, donc elle devrait conduire a lI'absence du produit protéique,

elle représente dans ce cas une délétion nulle.

Régle de Monaco

Nous avons classé les patients en DMD ou BMD selon (Monaco et al., 1988), lesquels ont
émis une hypothése pour expliquer que la différence entre DMD et BMD dépend du cadre de
lecture ; les délétions et les duplications maintenant le cadre de lecture et dites « in-frame »
permettent la synthese d'une dystrophine anormale mais généralement partiellement
fonctionnelle et sont associées a un phénotype BMD. En revanche, les délétions et les
duplications décalant le cadre de lecture, appelées « out-of-frame », ne permettent que la
synthese a un taux trés faible d'une protéine tronquée instable et non fonctionnelle et
aboutissent a un phénotype DMD (in or out frame).

Selon cette regle : 4 patients (4 familles) de notre étude étaient des BMD (in-frame), 10
patients (9 familles) étaient des DMD (out-of-frame/null) et 6 patients (6 familles) n’avaient

pas de cadre défini.
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Tableau. 8: Délétions des exons du gene DMD observées chez les 20 patients atteints de

dystrophinopathies.

No. Famille
(No.de patients)

Exon(s) supprimés

Frameshift

4 (6) 45, 46 et 47 Délétion in-frame

9 (13) 45, 46 et 47 Délétion in-frame
10 (14) 45 Délétion out-of-frame
14 (20) 46, 47 et 48 Délétion out-of-frame
18 (27) 50, 51 et 52 -

19 (28 and 29) 50 Délétion out of frame
22 (32) 3,4¢etb -

23 (33) 3et4 -

24 (34) 45 Délétion out-of-frame
25 (35) 45, 46, 47 et 48 Délétion in-frame
28 (39) 46 Délétion out-of-frame
29 (40) 50, 51 et 52 -

38 (50) 45 Délétion out-of-frame
49 (62) 45 Délétion out-of-frame
50 (63) 3,4¢etb -

53 (67) DP427m,3,4,6,8,12,13,17,19,43,48 et 50 Délétion nulle

56 (70) 48 et 50 Délétion out-of-frame
58 (72) 3,4,6,8,12,13,17,19, 43 et 44 -

63 (77) 45, 46 et 47 Délétion in-frame
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I11.1 Corrélations phénotype/génotype des DMD/BMD.

Afin de confirmer s’il existe une corrélation entre le phénotype BMD ou DMD et la
conservation ou non du cadre de lecture, une comparaison des données cliniques des deux

groupes est essentielle (Tableau 9).

Tableau. 9: Corrélations phénotype/génotype des DMD/BMD.

DMD BMD P-value

(out-of frame/null) (in-frame)
Nombre de patients 10 4 -
Sexe masculin % 100 100 -
Age moyen de début (années) 4.9 (2-8) 6.5 (5-9) -
Perte de la marche % (n) 20 (n=2) 50 (n=2) 0.3
Age (années) 9.5 (9-10) 16.5 (16-20)
Hypertrophie des mollets % 100 100 -
(n)
Macroglossie % (n) 30(n=3) 50(n=2) 0.5
Scoliose % (n) 20 (n=2) 0 1
Hyperlordose % (n) 10 (n=1) 0 1
Rétractions musculo- 60 (n =6) 75 (n=3) 1
tendineuses % (n)
Troubles respiratoires % (n) 30 (n=3) 25(n=1) 1
Troubles cardiaques % (n) 50 (n =5) 0 0.2

% (n): pourcentage suivi de I’effectif.

La comparaison clinique entre les deux groupes de patients DMD et BMD n’a montré
aucune différence significative pour tous les paramétres cliniques (P>0.05).

On remarque cependant, que 1’age de la perte de la marche était plus précoce dans le
groupe DMD et que la scoliose, I'hyperlordose et les troubles cardiaques étaient observées

uniguement dans le groupe DMD.
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1V. Recherche d’autres mutations dans le géne SGCG

Les 11 familles LGMD2C et les 19 familles de dystrophinopathies représentaient ensemble
30 familles avec un diagnostic génétique précis. Parmi les 65 familles de notre cohorte, il
restait donc 35 familles sans diagnostic.

Les six exons codants restants du géne SGCG ont été amplifiés, ensuite, séquencés dans
les deux familles porteuses de la mutation ¢.525delT a 1’état hétérozygote et chez les 35
familles (41 patients) négatives aux analyses génétiques de la mutation ¢.525delT du géne
SGCG et des délétions du gene DMD.

L’analyse des séquences des exons amplifiés a révélé une seconde mutation la ¢.87dupT,
dans l'exon 2 du géne SGCG, elle a été identifiece chez deux patients hétérozygotes
appartenant a la méme famille (c.87dupT /c.525delT) et a été retrouvé a I'état homozygote

chez 5 patients supplémentaires (4 familles) (Figure 23).
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Figure 23: Electrophérogramme de la mutation ¢.87dupT du gene SGCG.
(A) Séquence normale. (B) Séquence muteée.
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Deux polymorphismes connus ¢.347G> A (exon 4; rs17314986) et ¢.806G> A (exon 8;
rs1800354), qui aboutissent a des changements d’acides aminés (p.R116H pour rs17314986 et
p.S287N pour rs1800354) ont également été identifiés a I'intérieur de la région codante du
géne de la SGCG chez 5 patients (Figure 24).
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Figure. 24: Electrophérogramme des deux polymorphismes ¢.347G> A et ¢.806G> A dans
des régions codantes du géne SGCG chez 5 patients.

(A)Séquence normale. (B) Séquence mutée.
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Le polymorphisme ¢c.806G> A a été retrouvé chez un patient a 1’état homozygote, aucune
autre mutation du géne SGCG n’a été retrouvé chez ce patient.

Le polymorphisme ¢.347G> A a été rapporté chez 3 patients a 1I’état homozygote et chez 1
patient porteur de la mutation c.525delT a 1’état hétérozygote. Nous avons Vérifie la
pathogénicité du polymorphisme ¢.347G> A sur le site Human Splicing Finder, le résultat
était que ce polymorphisme pouvait altérer un site d’épissage et jouer certains roles subtiles

chez les patients atteints de dystrophie musculaire (Figure 25).

41 tatcatgotg tgttgaccac agactagcac ca

Total sequence lkength: 450 nucieotides

Mutant sequence

Total sequence length: 450 nucleotides

Sequence Position cDOMA Position Branch Point motif EV O TN ATSiCe SH UK O THIA SR USRCE Variation ‘
{0-100) {0-100)
234 45 49.18 78 .61 60.24 %
236 47 T73.72 73.72 0%
241 52 86.16 86.16 0%
243 54 69.99 69.99 0%
256 67 77.19 77.19 0%
287 +10 T0.64 70.64 0%
290 +13 68,86 68 86 0%
328 +51 T5.45 7545 0%
353 +TE TE.66 TE.6E 0%
371 +34 TACLTAT 75.89 75.89 0%
394 +117 ttetahka 7666 76 66 0%
416 +139 accachg 7794 77.94 0%
418 +141 Sacaghs 731 73.11 0%
429 +1582 acenchyg 77.94 T7.94 0%
431 +154 cacaghy 70.35 70.38 0%
460 +183 gectgha 86.82 86.82 0%
= nterpreted Dats

This table shows onky relevant resulis related to the mutation position and context
The mutation occurs in the late exonic positions, the following table show results of donor splice sites, ESE and ESS that could be affected by the mutation

Predicted signal Prediction algorithm cDMNA Position Interpretation

ITGCEGECECARACTCAG
1 - EIEs frem Zhang et al 1

X Alteration of an exonic ESE site.
ESElSha Brokas 2 Potential alteration of splicing

2 - ESE-Finder - SF2IASF(lg) L N S S A A

Figure. 25: Evaluation de la pathogeénicité du polymorphisme c.343G>A.
(http://www.umd.be/HSF3/HSF.html).
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Au total, le diagnostic de LGMD2C a été confirmé chez 19 patients (14 familles) (Tableau
10 et Figure 26), 12 patients (9 familles) portaient la mutation ¢.525delT a 1’état homozygote,
5 (4 familles) avaient la mutation ¢.87dupT a 1’état homozygote et 2 patients de la méme

famille avaient la mutation hétérozygote composite ¢.525delT/c.87dupT.

cB87dupT(T) c347G=A(4) ¢.525delT (15) c.860G=A(1)

5- ':'TG -'- |:::| '. ".::l TG'!'. 3-
o N o N B o B e —
i 2 3 4 5 6 7 8

Figure. 26: Schéma du géne SGCG et emplacement des mutations et polymorphismes.

*Les régions exoniques foncées représentent les séquences non codantes. ¥, O représentent
respectivement les mutations (caractére gras) et les polymorphismes (police normale). Les

chiffres entre parenthéses indiquent, pour chaque mutation, le nombre de patients observés.
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Tableau. 10: Répartition des patients LGMD2C selon les variations observées dans le géne
SGCG (NM_000231.2).

Mutations Polymorphismes
No. Famille
nombre de
( patients) c.525delT c.87dupT c.347G>A c.860G>A
p.Phel75Leufs*20 p.Gly30Trpfs*28 p.R116H p.S287N
1(1et2) XX
5(7) XX
8 (12 et 25) XX
20 (30) XX
39 (51 et 52) XX
44 (57) XX
48 (61) XX
61 (75) XX
65 (79) XX
42 (55) XX
47 (60) XX
52 (80 et 65) XX
64 (78) XX
11 (15 et 21) X X
32 (44) X X
34 (46) XX
36 (48) XX
37 (49) XX
60 (74) XX

X : un alléle muté ; xx : deux alleles mutés
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1VV.1 Analyse phénotypique des patients LGMD2C porteurs de la mutation ¢.87dupT a
I’état homozygote

1VV.1.1 Critéeres cliniques des patients

-Les 5 patients (4 familles) homozygotes pour la mutation ¢.87dupT étaient répartis en 3
filles et 2 garcons agés au moment de 1’étude en moyenne de 16.2 ans (extrémes 20-19 ans),
1’4ge moyen de début était de 8 ans (extrémes 6-9 ans). Trois patients ont perdus la marche a
un age moyen de 13 ans.

La notion de consanguinité a été retrouvée chez 2 familles et trois familles avaient une
histoire familiale de cas similaires.

Le signe de Gowers a été retrouvé chez tous les patients, I’hypertrophie des mollets a été
observée chez 4 patients, la macroglossie a été retrouvée chez un seul patient. La scoliose et
les rétractions musculotendineuses ont été retrouvées chez 3 patients, I’hyperlordose n’a pas
été observée chez ces patients. Un seul patient avait développé un syndrome respiratoire

restrictif et aucune cardiomyopathie n’a été observée chez ces patients.

1V.1.2 Répartition des patients selon la sévérité du phénotype

Deux types de phénotypes (sévere et intermédiaire) étaient distingués selon 1’age de la perte
de la marche (Merlini et al., 2000) (Tableau 11).

Tableau. 11: Répartition des patients LGMD2C (c.87dupT/c.87dupT) selon la séveérité du

phénotype.
N° famille (n° patient) Age de la perte de la marche Phénotype clinique
64(78) 14 Intermeédiaire
42(55) 12 Sévere
47(60) Marchait encore ND
52(80) Marchait encore ND
52(65) 13 Intermédiaire

ND: non déterminé
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La classification des patients homozygotes pour la mutation ¢.87dupT selon la seveérité du
phénotype a révelé que 2 patients avaient un phénotype intermédiaire et 1 patient avait un
phénotype séveére.

Nous n’avons pas pu classer 2 patients car ils étaient trop jeunes n’ayant pas encore atteints

I’age de la perte de la marche.

1VV.2 Analyse phénotypigue des patients LGMD?2C porteurs de la mutation hétérozygote
composite ¢.525delT/c.87dupT

1VV.2.1 Criteres cliniques des patients

Les 2 patientes (sceurs) hétérozygotes composites ¢.525delT/c.87dupT, n’étaient pas issus de
mariage consanguin, elles étaient 4gés au moment de I’étude en moyenne de 12.5 ans
(extrémes 6-19 ans), 1’age moyen de début de 5 ans (extrémes 4-6 ans). Une seule patiente a
perdus la marche a 1’age de 14 ans.

L’hypertrophie des mollets, la macroglossie et le signe de Gowers ont été observés chez
les deux patientes. Tandis-que la scoliose, I’hyperlordose, les rétractions musculotendineuses,

et le syndrome respiratoire restrictif ont été observés chez la patiente agée de 19 ans.

1V.2.2 Répartition des patientes selon la sévérité du phénotype

Chez la famille hétérozygote composite (2 patientes) ¢.525delT/c.87dupT, une patiente avait
un phénotype intermédiaire tandis-que chez 1’autre patiente la sévérité du phénotype n’a pas

été déterminé en raison de son jeune age.
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V. Corrélation phénotype/génotype des LGMD2C

L’existence de deux types de mutations chez les patients LGMD2C de notre étude,

suggére qu’une corrélation phénotype/génotype des LGMD2C (Tableau 12) pourrait

démontrer une relation plus ou moins étroite entre la présence d’un type de mutation et un

phénotype donnée.

Tableau. 12: Corrélation phénotype/génotype des LGMD2C.

Nombre de
patients
Sexe % (n)
Homme
Femme

Age (années)

Age moyen de
début (années)

Perte de la
marche % (n)
Age moyen
(années)

Nombre de
patients selon la
sévérité

Hypertrophie des
mollets % (n)

Macroglossie %
(n)

Troubles
respiratoires %
(n)

Troubles
cardiaques %

Mutations

12

67 (n=8)
33(n=4)

15.4 (8-25)

5.2 (2-8)

67 (n=38)
13.6 (12-17)
Sévere: 2
Intermédiaire: 5
Modéré: 1
ND:4

100 (n =12)

83 (n = 10)

25 (3)

0

¢.525delT/c.525delT ¢.87dupT/c.87dupT

5

40 (n=2)
60 (n =3)

6.2 (11-20)

8 (6-9)

60 (n = 3)

13 (12-14)
Sévere: 1
Intermédiaire: 2
Modéré: 0
ND:2

80 (n = 4)

20 (n = 1)

20 (1)

0

P-value

0.01

0.4

0.2

0.02

% (n): pourcentage suivi de I’effectif ; * Résultats significatif P<0.05
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Les deux groupes de patients LGMD2C avaient une variabilité de la sévérité du phénotype,
une fréquence élevée d'hypertrophie des mollets, des troubles respiratoires, mais pas d‘atteinte
cardiaque (avec aucune différence significative).

L’age moyen de la perte de la marche était de 13 a 14 ans dans les deux groupes.
Cependant, chez les patients homozygotes pour la mutation ¢.dup87T, I'd&ge moyen de début
était significativement plus tardif que chez les autres patients (P=0.01). En effet, la
macroglossie était significativement plus fréquente chez les patients porteurs de la mutation
¢.525delT a I’état homozygote (P=0.02).

V1. Comparaison des données cliniques de I’ensemble des patients atteints de LGMD2C

et de dystrophinopathies

V1.1 Critéres cliniques de I’ensemble des patients LGMD2C

Dix-neuf patients (25%) parmi les 76 avaient un diagnostic précis de LGMD2C. lls
étaient 10 hommes et 9 femmes. L'4ge moyen des patients a I’inclusion a 1’étude était de 15,3
ans (extrémes 6-25 ans) et I'dge moyen d'apparition de la maladie était de 5.9 ans (extrémes 2-
9 ans). Douze des patients (63%) ont perdus la marche a un age moyen de 13,5 ans (extrémes
12-17 ans).

V1.1.1 Répartition des patients LGMD2C selon la consanguinité et les cas secondaires

Dix patients (57%) étaient issus de mariage consanguin. L’histoire familiale de 13 patients

a révélé des cas secondaires.

V1.1.2 Répartition des patients LGMD2C selon les signes cliniques associés

A l’examen clinique, tous les patients LGMD2C avaient le signe de Gowers.
L’hypertrophie des mollets a été retrouvée chez 19 patients (95%). D’autres parametres
cliniques comme, les rétractions musculotendineuses, la macroglossie, la scoliose, et

I’hyperlordose ont été observés chez ces patients (Figure 27).
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Signe de Gowers thO%

Hypertrophie des mollets —95%
Rétractions musculo-tendineuses CET 74%
Macroglossie NS 63%
Scoliose R 32

Hyperlordose ’ 16%

Figure. 27: Répartition des patients LGMD2C selon les signes cliniques associés.

B Nombre de patients

V1.1.3 Statuts cardiaque et respiratoire des patients LGMD?2C

Les examens complémentaires ont révélé des troubles respiratoires (syndrome ventilatoire
restrictif) chez 5 patients. Cependant, aucun patient LGMD2C n’a présenté de troubles

cardiaques.

V1.2 Critéres clinigues de ’ensemble des patients atteints de dystrophinopathies.

Vingt patients de sexe masculin (26%) avaient la dystrophie musculaire de Duchenne.
Leurs caractéristiques cliniques sont résumées dans le tableau 15. L’age moyen a I’inclusion a
I’étude était de 11,8 ans (extrémes 5-37 ans) et I'age moyen d'apparition de la maladie était de
4,8 ans (extrémes 1-9 ans). Quatre des patients (20%) ont perdus la marche a un age moyen de

14 ans.

V1.2.1 Répartition des patients selon la consanquinité et les cas secondaires

Deux patients (10%) étaient issus de mariage consanguin. L’histoire familiale de 5

patients (25%) a révele des cas secondaires masculins.
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V1.2.2 Caractéristiques cliniques générales

A D’examen clinique, tous les patients atteints de dystrophinopathies avaient le signe de
Gowers et une hypertrophie des mollets. Comme pour les patients LGMD2C, les rétractions
musculotendineuses, la macroglossie, la scoliose, et I’hyperlordose ont été rapportés chez ces
patients (Figure 28).

hm%
Signe de Gowers

i —
Hypertrophie des mollets
Reétractions musculo-tendineuses 659
Macroglossie -30%

Scoliose B2 15%

Hyperlordose ’10%

Figure. 28: Caractéristiques générales des patients atteints de dystrophinopathies.

B Nombre de patients

V1.2.3 Statuts cardiaque et respiratoire des patients atteints de dystrophinopathies

Deux patients atteints de dystrophinopathies ont présentés des troubles cardiaques : un
patient avait une cardiomyopathie dilaté et ’autre patient avait une insuffisance mitrale.
Six patients ont rencontrés des troubles respiratoires : 5 patients ont présentés un trouble

ventilatoire restrictif et 1 patient avait un trouble ventilatoire mixe.

102



RESULTATS

V1.3 Comparaison des principaux signes clinigues des deux groupes LGMD2C et

dystrophinopathies.

La différenciation entre les LGMD2C et les dystrophinopathies est considérée comme un

probléme majeur dans la pratique clinique actuelle. Nous avons comparé les données

cliniques des 2 groupes de patients diagnostiqués génétiguement, dans une tentative

d'identifier des criteres qui peuvent orienter le diagnostic clinique vers un diagnostic

génetique adéquat (Tableau 13).

Tableau. 13: Comparaison clinique des patients atteints de dystrophinopathies et de

LGMD2C.
LGMD2C dystrophinopathies P-value
Nombre de patient 19 20 -
Sexe (%)
Masculin 53 (n=10) 100 (n = 20) -
Féminin 47 (n=9) 0
Age (années) 15.3 (6-25) 10.9 (5-23) -
Consanguinité % (n) 53 (n=10) 10 (n=2) 0.005
Age moyen du début (années) 5.9 (2-9) 4.8 (1-9) 0.1
Médiane: 6 Médiane: 5

Perte de la marche

Patients % (n) 63 (n=12) 20 (n=4)

Age (années) 13.5 (12-17) 12 (9-17) 0.1

Médiane: 13.5 Médiane: 11

Hypertrophie des mollets % (n) 95 (n=18) 100 (n = 20) 0.4
Macroglossie % (n) 68 (n =13) 30 (n=16) 0.02
Scoliose % (n) 32 (n=6) 15(n=3) 0.2
Hyperlordose % (n) 16 (n=3) 10(n=2) 0.6
Rétraction musculo-tendineuses 74 (n =14) 65 (n =13) 0.7
% (n)
Signe de Gowers (%) 100 (n =19) 100 (n = 20) -
Troubles respiratoires (%) 26 (n =5) 30 (n =16) 1
Troubles cardiaques (%) 0 10 (n=2) 0.4

% (n): pourcentage suivi de I’effectif ; * Résultats significatif P<0.05
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La comparaison clinique a révélé que 1’dge moyen du début de la maladie était dans la
premiére décennie dans les 2 groupes, bien qu’il était 1égérement plus précoce dans le groupe
dystrophinopathies.

L’age de la perte de la marche dans les LGMD2C et les dystrophinopathies était
respectivement de 13.5 ans et 12 ans.

La consanguinité etait significativement plus fréquente dans le groupe LGMD2C
(P=0.005). La macroglossie a été observée dans les 2 groupes, mais avec une fréquence
significativement plus élevé dans le groupe LGMD2C (P=0.02).

Les autres parametres cliniques n’ont pas montré de différence significative entre les 2
groupes.
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Discussion

Les sarcoglycanopathies (LGMD2C-F) représentent un sous-groupe des LGMD?2, la
gamma-sarcoglycanopathie (LGMD2C) représente la forme la plus fréquente dans les
populations d’Afrique du Nord, en raison de 1’effet fondateur de la mutation ¢.525delT dans
I'exon 6 du gene SGCG (El Kerch et al., 2014). La LGMD2C ressemble cliniquement a la
DMD, la différenciation clinique entre les deux formes est considérée comme un probleme
majeur pour le clinicien.

Nous rapportons une étude génétique portant sur 76 patients appartenant a 65 familles avec
un phénotype LGMD R tous issus de I’Est Algérien.

Dix-neuf patients (25%) étaient des LGMD2C, deux mutations causales ont été identifiées
dans notre population, majoritairement a I'état homozygote: la mutation c.525delT déja
connue et la ¢.87dupT qui n’a jamais été décrite auparavant en Afrique du Nord.

L’analyse du gene DMD nous a révélé que 20 patients (26%) étaient atteints de

dystrophinopathies avec 12 types de délétions.

I. Analyse du géne SGCG

L’analyse moléculaire du géne SGCG par PCR classique et séquencage direct des 7 exons
codants a révélé un diagnostic de LGMD2C positif chez 25% des patients de I’é¢tude (14

familles).

1.1 Identification de la mutation ¢.525del T

En Algérie, la rareté des centres spécialisés en neuropathologie et les difficultés qui
peuvent empécher les patients de profiter d’une analyse immunohistochimique compliquent
le diagnostic, la prise en charge de la maladie et I’établissement d’un conseil génétique
approprié.

Pour contourner ces difficultés, nous avons donc procédé a un criblage moléculaire initial a
la recherche de la mutation ¢.525delT la plus fréquente chez les patients LGMD2C en Afrique
du Nord (El Kerch et al., 2014). La mutation ¢.525delT a I’état homozygote engendre un
changement du cadre de lecture au niveau du codon 175 (Figure 29), et un changement
d'acide aminé a cette position de la phénylalanine a la leucine (phel75-a-leu) ce qui crée un
signal d'arrét prématuré au niveau du codon 194 et la perte d'un amas de résidus de cystéines

dans la région extracellulaire de la protéine gamma-sarcoglycane (Crosbie et al., 2000).
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La mutation c.525delT également identifiée comme c¢.521delT constitue une grande
proportion d'alleles mutants dans les familles consanguines de la région Maghrébine (El
Kerch et al., 2014; Kefi et al., 2003). Elle a également été rapportée chez les patients
Brésiliens d'origine Africaine (LEAL and DA-SILVA, 1999; McNally et al., 1996b, 1996a),
en Espagne (Vorgerd et al., 2001), et en Inde (Khadilkar et al., 2009).

Les résultats de I’amplification et le séquencage de 1’exon 6 du géne SGCG chez
I’ensemble de notre population d’étude, ont révélé la présence de la mutation ¢.525delT chez
15 patients (11 familles), cette mutation a été donc retrouvée chez 20% des patients de 1’étude
et 79% des patients LGMD2C.

Douze patients (9 familles) présentaient la mutation ¢.525delT a 1’état homozygote. Parmi
ces 12 patients, huit (6 familles) éetaient issus d’un mariage consanguin. Le pool génétique est
souvent restreint lorsqu’il s’agit d’une petite région (McNally et al., 1996b).

Deux patientes appartenant a la méme famille étaient hétérozygotes pour la mutation
c.525delT, ce qui suggérer la présence d’autres mutations dans notre population. Les deux
patients n’étaient pas issus de mariage consanguin.

Un patient faisant partie de notre population d’étude avait présenté également la mutation
¢.525delT a 1’état hétérozygote accompagnée du polymorphisme ¢.347G>A au niveau de
I’exon 4 du géne SGCG. Aucune autre mutation n’a été rapportée chez ce patient.

La fréquence élevée de la mutation ¢.525delT (20%) dans notre étude, confirme 1’effet
fondateur précédemment rapporté dans les populations Maghrébine (El Kerch et al., 2014).
Une étude menée par Nouioua et collaborateurs (Nouioua, 2013) chez une population
Algérienne, a révélé la présence de la mutation ¢.525delT chez 30 % des patients présentant
une dystrophie musculaire progressive.

Une étude Tunisienne (Kefi et al., 2003) a révélé que 100% des patients de I’étude avec un
phénotype LGMD?2 ont présenté la mutation ¢.525delT a 1’état homozygote.

Une étude marocaine (El Kerch et al., 2014) rapporte également une fréquence élevée de la
mutation ¢.525delT, elle était présente chez 65% des patients de 1’é¢tude présentant une
LGMD2.

L’effet fondateur de la mutation ¢.525delT en Afrique du Nord peut s’expliquer par un
taux élevé d’endogamie, car dans de nombreux pays arabes, il y a une forte préférence pour
les unions entre parents. Les coutumes locales, I'isolement social et géographique, ainsi que
I'nétérogénéité ethnique des populations, ont contribué a une augmentation du niveau de

mariage consanguin et par conséquent une fréquence élevée des maladies autosomiques
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récessives. En Algérie le mariage consanguin est estimé a 38.08% (Kefi et al., 2015), au
Maroc a 59.09% (Jaouad et al., 2009) et en Tunisie a 57.3% (Ben Halim et al., 2013).

L’origine de la ¢.525delT n’est pas encore connue mais la fréquence élevée au Maghreb
implique I'nypothese d'un lien existant arabo-berbere. L'observation de cas porteurs de cette
mutation dans les régions méditerranéennes peut s’expliquer par les flux migratoires dans ces
pays. Un lien entre Touaregs et arabo-berberes a également été établi (Moumouni et al.,
2012).

e Description du phénotype des patients LGMD2C porteurs de la mutation ¢.525delT a

I’état homozygote

Le phénotype des 12 patients (9 familles) homozygotes pour la mutation ¢.525delT était

différent et classe selon I’age de la perte de la marche (Merlini et al., 2000) comme suit :

-5 patients avaient un phénotype intermédiaire.

-2 avaient un phénotype séveére.

-1 patient avait un phénotype modéré.

-La sévérité du phénotype n’a pas pu étre déterminée chez 4 patients car il s’agissait d’enfants
jeunes n’ayant pas encore atteints 1’age de la perte de la marche.

L’identification de la mutation ¢.525delT chez des patients appartenant a la méme famille
(famille n°8) et qui présentaient deux phénotypes différents sévere et modéré, indique une
variabilité intrafamiliale dans notre population d’étude.

Les variabilités phénotypiques interfamiliale et intrafamiliale chez des patients atteints de
LGMD2C porteurs de la mutation ¢.525delT ont été bien défini dans la description clinique
originale du phénotype Duchenne-like en Tunisie (Al-Zaidy et al., 2015), ainsi, des patients
Tunisien tous homozygotes pour la mutation ¢.525delT ont présenté soit un phénotype
sévere, intermédiaire ou bien modéré (Kefi et al., 2003). Des patients Brésiliens d’origine
Africaine porteurs de la mutation c¢.525delT ont également présenté des variabilités
phénotypiques intrafamiliale (McNally et al., 1996b).

Cette variabilité implique probablement d'autres loci ou facteurs environnementaux
agissant en tant que médiateurs du processus dystrophique (McNally et al., 1996b).

En 2012, des chercheurs ont étudié I’impact des polymorphismes potentiellement
fonctionnels dans les genes impliqués dans la voie apoptotique mitochondriale et qui
pourraient moduler la capacité apoptotique contribuant a une variabilité phénotypique
intrafamilial et interfamilial chez des patients LGMD2C porteurs d’une méme mutation, la
¢.525delT. Dix polymorphismes d’un seul nucléotide (SNP) ont été génotypés dans les génes
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TP53, BCL-2 et BAX impliqués dans la voie apoptotique mitochondriale. Les résultats de
cette étude ont suggéraient que l'augmentation de 1’expression accru de la protéine P53 dans
les cellules musculaires portant le génotype « TP53-R72R » pouvait induire I'apoptose par
activation de I'expression génique pro-apoptotique et donc augmenter la perte musculaire,
tandis-que I’expression accru de la protéine Bcl-2 dans les cellules musculaire portant le
génotype « BCL2-938 AA », pouvait bloquer les voies pro-apoptotiques et ainsi réduire la

perte musculaire (Hadj Salem et al., 2012).

1.2 lIdentification de la mutation ¢.87dupT

Une analyse supplémentaire du géne SGCG par séquencage complet des 6 autres exons
codants a révélé une mutation dans I’exon 2 du gene, il s’agit de la mutation ¢.87dupT, Cette
duplication modifie le cadre de lecture dans la région intracellulaire de la gamma-
sarcoglycane au niveau de l'acide aminé 30 (Figure 29) et conduit a un codon d'arrét
prématuré apres 29 acides aminés, le résultat est I’ablation de la majorité de la protéine y-
sarcoglycane (McNally et al., 1996a).

La mutation ¢.87dupT était présente chez 7 de nos patients (9%). Elle a été identifiée a
I'état homozygote chez 5 patients (4 familles) et a 1’état hétérozygote chez 2 patientes
(appartenant a la méme famille) déja porteuses de la mutation ¢.525delT.

La mutation ¢.87dupT n’a jamais été décrite en Afrique du Nord (White, 1973), mais elle
a été décrite comme mutation a effet fondateur au Nord de I’Italie (Fanin et al., 2000; Boito
et al., 2003), ce qui suggére que 1’environnement montagneux des régions du Nord de I'ltalie
a contribué a l'isolement génétique de cette mutation. En revanche, il est probable que des
villages dans le sud de I'ltalie avaient plus de contacts avec d'autres régions via les voyages a
travers la mer. Il n’est donc pas surprenant qu'une mutation dans cette région se propage a
travers la méditerranée (White, 1973).

Une étude Indienne portant sur 68 patients (Khadilkar et al., 2009), a révélé la mutation
c.87dupT chez un patient, dont I’origine géographique de sa famille n’a pas été précisé.

Il semblerait que cette seconde mutation soit fréquente apres la mutation ¢.525delT dans
notre population, ce qui suggére que le dépistage de ces 2 mutations pourrait étre suffisant

pour une stratégie de diagnostic dans la population algérienne.
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e Description du phénotype des patients porteurs de la mutation ¢.87dupT a D’état

homozyqote
Le phénotype des 5 patients homozygotes pour la mutation ¢.87dupT était different, ils

étaient toujours classés selon 1’age de la perte de la marche (Merlini et al., 2000):
-2 patients avaient un phénotype intermédiaire.
-1 patient avait un phénotype sévere.

La sévérité du phénotype n’a pas été déterminée chez 2 patients car trop jeunes n’ayant pas
encore atteints 1’age de la perte de la marche.

Les résultats de I’évaluation de la sévérité du phénotype des patients porteurs de la
mutation ¢.87dupT a I’état homozygote, ont montré que la mutation ¢.87dupT peut conduire a
un phénotype sévere et intermédiaire dans différentes familles (variabilité interfamiliale).

1.3 Identification de la mutation hétérozygote composite ¢.525delT/c.87dupT

La mutation ¢.525delT/c.87dupT observée dans notre séric n’a jamais été rapportée dans
la littérature. Selon plusieurs hypothéses, le foyer originel de la mutation ¢.525delT est
berbere (Urtizberea and Cobo, 2011). Tandis que plusieurs études rapportent, que 1’origine de
la mutation ¢.87dupT est du Nord de I’Italie (Boito et al., 2003; Fanin et al., 2009) , Ceci
peut étre le fruit d’un mélange d’ascendance et pourrait s’expliquer dans les mode¢les de
migration humaine (Valérian, 2013), car depuis le moyen age des relations amicales et
commerciales se sont développées entre les Italiens et les habitants de 1’Afrique du Nord.
C'est ainsi qu'en 1864 les ltaliens constituaient la majorité de la population maritime de
I'Algérie (Crespo, 2011).

1.4 Identification des polymorphismes ¢.347G>A et ¢.360G>A

Polymorphisme ¢.347G>A :

Le polymorphisme ¢.347G> A de I’exon 4 du géne SGCG a été rapporté chez 3 patients a
I’état homozygote et chez 1 patient porteur de la mutation ¢.525delT a 1’état hétérozygote
(c.525delT/c.347G>A), aucune autre mutation du géne SGCG n’a été retrouvée chez ce
patient.

Le polymorphisme c.347G>A, a été décrit comme probablement neutre en 1996 par
McNally et collaborateurs. 11 entraine un changement d’acide aminé dans la partie
extracellulaire de la protéine Y-sarcoglycane (R116H) (Figure 29) et sa fréquence a déja été
estimée de 14% chez une population normale qui n’était pas atteinte de dystrophie musculaire

(McNally et al., 1996b).

109



DISCUSSION

Par conséquent, la présence de la mutation c.525delT chez le patient porteur du
polymorphisme ¢.347G>A a I’état hétérozygote (c.525delT/ ¢.347G>A) serait en raison de la
fréquence elevée de cet alléle dans notre population. La manifestation de la maladie chez ce
patient serait due a des mutations dans des génes responsables d’autres formes de
sarcoglycanopathies.

De ce fait, le patient n’était pas inclut dans les cas de LGMD2C confirmés. Il a donc bénéficié
d’une recherche de délétions dans le géne DMD par PCR multiplexe, le résultat était
qu’aucune délétion n’a été retrouvée dans ce géne. D’autres analyses génétiques doivent étre

menées pour etablir un diagnostic précis.

Polymorphisme ¢c.860G>A :

Un autre polymorphisme entrainant un changement d’acide aminé dans la partie
extracellulaire de la protéine Y-sarcoglycane (S287N) a été rapporté chez un patient de notre
série, c’est le ¢.806G>A dans I’exon 8 du géne SGCG. Comme pour le ¢.347G>A |, le
c.806G>A est probablement neutre (McNally et al., 1996b).

Cependant, toujours selon McNally et collaborateurs, Les polymorphismes ¢.347G>A et

806G>A pourraient jouer un role subtil qui n’est pas encore connu chez les patients atteints
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Figure. 29: Mutations de la Y-sarcoglycane identifiées chez nos patients LGMD2C (McNally
et al., 1996b).
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I1. Corrélations phénotype/génotype des patients LGMD2C

Les corrélations phénotype/génotype ont montré que la présentation clinique était trés
similaire quel gue soit le génotype, avec aucune différence significative pour la plus part des
parametres cliniques (P>0.05).

En effet I’age moyen du début de la maladie était significativement plus tardif chez le
groupe porteur de la mutation ¢.87dupT a 1’état homozygote (valeur p = 0,01), suggérant
comme conséquence un phénotype modéré.

Ces résultats s’accordent avec ceux de (McNally et al., 1996a) qui ont identifié la mutation
c.dup87T a I’état homozygote chez 4 patients et la mutation ¢.525delT chez un patient. L’age
d’apparition de la maladie dans cette étude était plus tardif pour les patients porteurs de la
mutation homozygote ¢.87dupT (McNally et al., 1996a) que pour le patient porteur de la
mutation ¢.525delT.

L’age moyen de la perte de la marche était de 13 a 14 ans chez tous les groupes.

Dans notre série, une variabilité de la sévérité du phénotype était observée chez les patients
porteurs de la mutation ¢.525delT a 1I’état homozygote ainsi que chez les patients porteurs de
la mutation c.87dupT a 1’état homozygote.

La variabilité interfamiliale due aux mutations ¢.525delT et ¢.87dupT a déja été rapporté
par (Boito et al., 2003; Kefi et al., 2003; McNally et al., 1996b).

Dans notre série, la fréquence de 1’hypertrophie des mollets était élevée dans le groupe
porteur de la mutation c.525delT a I’état homozygote.

L hypertrophie des mollets a déja été decrite chez 100% des patients LGMD2C Tunisiens,
porteurs de la mutation c.525delT a 1’état homozygote (Kefi et al., 2003) ainsi que chez des
patients Brésiliens porteurs de la méme mutation (McNally et al., 1996b).

Dans notre série, La fréquence de la macroglossie étais majoritaire dans le groupe
c.525delT/c.525del T avec une différence significative (p-value=0,02).

La macroglossie a été également rapporté par des études Tunisiennes, chez des patients
LGMD2C porteurs de la mutation ¢.525delT a I’état homozygote (Ben Hamida et al., 1996;
Kefi et al., 2003).

Les troubles respiratoires étaient présents chez nos patients LGMD2C quel que soit le type
de mutation.

L'atteinte respiratoire avec insuffisance restrictive est trés souvent observée chez les
patients LGMD2C (Fayssoil et al., 2016; Politano et al., 2001). Selon une étude lItalienne
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(Politano et al., 2001), Les patients atteints de LGMD2C, présentent trés souvent un syndrome
ventilatoire restrictif severe semblable a celui observe chez les patients atteints de DMD.

Aucun trouble cardiaque n’a été rapporté chez nos patients LGMD2C. Selon les données
de la littérature (Calvo et al., 2000), la Y-Sarcoglycane est fortement exprimé dans le muscle
cardiaque normal, il est trés probable que le déficit de cette protéine entraine des altérations
de la fonction cardiaque. Chez les patients atteints de LGMD2C les troubles cardiaques ne
sont pas tres fréquents en comparaison avec la DMD, mais ¢a n’empéche pas qu’ils soient
observée chez certains patients(Boito et al., 2003; Melacini et al., 1999).

Une étude Hollandaise réalisée sur une large seérie de patients atteints de
sarcoglycanopathies, n'a révélé aucune corrélation phénotype/génotypique évidente (Ginjaar
et al., 2000). L'absence de cette corrélation peut compliquer le conseil génétique, en

particulier en cas de diagnostic prénatal.
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I11. Analyse génétigue du gene DMD

Trente-sept familles dans lesquelles seuls les garcons sont atteints et négatifs a la mutation
c.525delT ont été analysés pour la recherche de délétions dans le géene DMD par PCR
multiplex.

Douze différentes délétions ont été identifiées chez 20 patients de notre étude (26%),
soulignant ainsi la fréquence élevée de ce type de mutations chez nos patients.

Dans une étude Algérienne menée par (Nouioua, 2013) sur les dystrophinopathies, la
fréquence des délétions du gene DMD était estimée a 46.7% . Nos résultats confirment la
fréquence élevée de la DMD en Algérie et sont en accord avec les fréquences élevées des
délétions du gene DMD rapportées dans des études Marocaine (51%) (Sbiti et al., 2002),
Egyptienne avec la méme fréquence (51%) (Elhawary Nasser et al., 2004) et Saoudienne
(40%) (Tayeb, 2010).

La majorité des délétions retrouvées chez les 20 patients (75%) ont eu lieu dans la région
centrale du géne DMD, tandis que les délétions au niveau de la région proximale
représentaient 15%. Les délétions qui avaient touché a la fois la région centrale et proximale
étaient de 10%.

Ces résultats montrent que I'emplacement majoritaire des délétions dans la région centrale
du géne DMD chez notre population semble comparable aux résultats d’études des
populations Marocaine (Shiti et al., 2002) et Egyptienne (El Sherif et al., 2007) ainsi que ceux
des populations asiatiques (Lai et al., 2002) qui en plus ont utilisé les mémes ensembles
d’amorces (Chamberlin et Beggs). Tandis qu'une étude d’une population philippine a montré
que la majorité des délétions se produisaient plus fréquemment au point chaud proximal qu'au
point central (Lai et al., 2002). Les résultats de ces études confirment qu'il n'y a pas de
différences ethniques dans la distribution des délétions de géne de la dystrophine (Shiti et al.,
2002)

L’application de la regle du cadre de lecture sur les 20 patients atteints de
dystrophinopathies nous a révélé, 4 BMD (délétions in-frame), 10 DMD (délétions out-of-
frame/null). Six patients n’ont pas pu avoir de cadre défini car les bornes des délétions n’ont
pas été étudiées par PCR multiplexe.

L’étude des délétions des patients atteints de dystrophinopathies avec un cadre défini n’a
pas montré de corrélation entre la taille de la délétion et le phénotype clinique. Par exemple,
la délétion unique de I’exon 45 conduit a un phénotype DMD. Tandis que, les délétions des
exons 45, 46, 47 et 48 conduit a un phénotype BMD.
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Fernandez et al., 2010, ont rapporté dans leur étude, qu’une délétion d’exon unique comme
I'exon 44 résulte en un phénotype classique DMD, alors que de larges délétions pouvant
atteindre 50 % du gene ont été décrites chez des patients BMD, confirmant ainsi, qu’il
n’existe pas de corrélation entre la taille de la délétion et le phénotype des patients (Masson et
al., 2017).

IV. Corrélations phénotype/génotype des DMD/BMD

La comparaison des manifestations cliniques entre les groupes BMD (in-frame) et DMD
(out-of-frame/null) n’a pas montré de différence significative. Cependant une différence dans
I'dge de la perte de la marche a été observée, avec une moyenne de 14.5 ans pour les patients
BMD et 9.5 ans pour les patients DMD. L’hypertrophie des mollets a été observée dans les 2
groupes. La scoliose, I’hyperlordose et les problemes cardiaques ont été observés seulement
chez les patients DMD. Ces observations indiquent que les délétions engendrant un décalage
de cadre de lecture « (out-of-frame/null » sont responsables d’un phénotype sévére (DMD),
alors que les délétions conservant le cadre de lecture sont responsables d’un phénotype plus
modéré (BMD). Selon nos résultats, une corrélation entre le phénotype BMD ou DMD et la
conservation ou non du cadre de lecture semble en accord avec I'hypothése du cadre de
lecture (Monaco et al., 1988).

La grande étude de Tuffery-Giraud et al. retrouve une altération génétique en accord avec
I'nypothése du cadre de lecture chez 96 % des patients atteints de DMD et 93 % de ceux
atteints de BMD (Tuffery-Giraud et al., 2009).

V. Comparaison des principaux signes clinigues des groupes LGMD2C et

dystrophinopathies

En raison de la fréquence élevée des LGMD2C et des dystrophinopathies dans notre pays
(Nouioua, 2013), confirmé par notre étude, dans laquelle on a trouvé 26% de
dystrophinopathies et 25% de LGMD2C, le diagnostic génétique reste indispensable pour
différencier les deux formes.

En 2010, une étude rapporte la description de incidence de la LGMD2C par une analyse
génetique chez des patients Japonais diagnostiqués cliniquement DMD (Okizuka et al.,
2010).

La comparaison des signes cliniques des patients atteints de dystrophinopathies et de
LGMD2C, dans le but d'identifier des criteres qui peuvent orienter le diagnostic clinique vers

un diagnostic génétique adéquat, a réevelé que dans I'ensemble certaines caractéristiques
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cliniques semblent augmenter la probabilit¢ d'un diagnostic de LGMD2C ou de
dystrophinopathies.

Un debut précoce et des manifestations cardiaques peuvent orienter vers une
dystrophinopathie avec une mutation out-of-frame (DMD).

Nos observations s’accordent avec les données de la littérature selon lesquelles, une
atteinte musculaire squelettique chez les patients DMD, est constamment associée a une
atteinte cardiaque progressive marquée avant tout par une cardiomyopathie dilatée (Meune et
al., 2005).

Tandis que la présence de consanguinité et / ou de macroglossie et/ ou de scoliose oriente
vers une LGMD2C. Nos résultats rejoignent ceux de (Merlini et al., 2000), lesquels ont
observé chez des patients gitans atteints de LGMD2C , une macroglossie, une hyperlordose et

un taux elevé de consanguinité.
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Conclusion et perspectives

La LGMD 2C est une forme grave de LGMD?2, elle est la plus fréquente des
sarcoglycanopathies en Afrique du Nord et qui ressemble étroitement par ses caracteristiques
cliniques a la DMD. Le mode de transmission est considéré comme un critere important de
différenciation entre la DMD et la LGMD2C. Toutefois, chez les cas sporadiques masculins
n’ayant pas d’histoire familiale avec la maladie, il est impossible de déterminer ces deux
formes en se basant seulement sur le mode de transmission ou les critéres cliniques. Ce n’est
qu’un diagnostic génétique exact qui fournira I’accés a un conseil génétique adéquat et a une
thérapie causale a 1’avenir.

Nous rapportons dans cette étude I'analyse d'une cohorte de 76 patients (65 familles) issus
de I’Est Algérien et atteints de LGMD R (autosomique récessif ou récessif 1ié a 1’X). Les
objectifs de notre étude ont été atteints.

Un diagnostic moléculaire précis a été établi chez 51% des patients de 1’étude (39 patients
appartenant a 33 familles). Trente-sept patients (49%) étaient sans diagnostic génétique.

La LGMD2C a été retrouvee chez 19 patients (14 familles), parmi eux 14 patients (74%)
étaient porteurs de la mutation fondatrice ¢.525delT et 7 patients (37%) étaient porteurs de la
mutation ¢.87dupT.

La fréquence de la mutation ¢.525delT (20%) dans notre population confirme son effet
fondateur en Algérie et 1’intérét de sa recherche en premiere intention devant un phénotype
LGMD2C probable. L’identification d’une autre mutation « la ¢.87dupT » dans I’exon 2 du
géne SGCG de nos patients suggére qu’elle serait la seconde mutation aussi fréquente en
Algérie, ce qui impliquerai sa recherche génétique chez les patients avec un phénotype
LGMD2C probable et négatifs pour la mutation ¢.525delT.

Nous rapportons également deux types de polymorphismes dans des régions codantes du
géne SGCG déja décrits dans la littérature, le c.347G>A et le ¢.860G>A. La pathogénicité de
ces deux polymorphismes n’a pas été prouvé dans notre étude ni dans d’autres études
auparavant. Il serait intéressant de réaliser une étude cas témoins, sur des patients présentant
un tableau clinique de LGMD2C afin d’évaluer la fréquence de ces deux polymorphismes
chez la population normale et atteinte ce qui renseignera sur I’impact de ces polymorphismes
sur la LGMD2C.

L’analyse du géne DMD par PCR multiplexe a révélé des délétions d’exons dans les points
chauds du géne chez 20 patients (19 familles). La majorité des délétions étaient survenues
dans la région centrale du gene avec une fréquence de 75%, tandis que dans la région
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proximale la fréquence des délétions étaient de 15%. Les délétions affectant les deux régions
étaient de 10%.

Méme si nos moyens étaient restreints en matiére de biopsie musculaire, nos résultats ont
montré que les LGMD2C et les dystrophinopathies représentaient ensemble la moitié de notre
population d’étude (51%), cela confirme les resultats d’une étude Algérienne menée par
Nouioua et collaborateurs, et dans laquelle une fréquence élevé de ces deux formes a été
rapportée.

Les caractéristiques cliniques des patients atteints de dystrophinopathies et des patients
LGMD2C sont tres proches en termes de présentation clinique, cependant, un début précoce
et des manifestations cardiaques peuvent orienter vers une dystrophinopathie avec une
mutation hors cadre de lecture tandis-que la présence, par exemple, de consanguinité peut
orienter versune LGMD2C.

Selon les résultats génétiques obtenus, nous proposons une stratégie de diagnostic adaptée
a notre population de patients ayant un phénotype compatible avec un tableau de LGMD2C,
cette stratégie vise un criblage initial et rapide concentré sur la recherche des mutations
c.525delT et ¢.87dupT par la technique de la PCR spécifique d’all¢le, en I’absence de ces
deux mutations, un séquencage des autres exons du géne SGCG sera nécessaire.

Toutefois, pour la mutation c.87dupT de I’exon 2 du geéne SGCG d’autres études
supplémentaires sont nécessaires afin d’évaluer la fréquence de la mutation ¢.87dupT dans
notre pays et mettre en pratique son identification.

Concernant le diagnostic de la DMD, la technique de PCR multiplexe classique, permet de
poser chez une grande proportion de patients le diagnostic de dystrophinopathies. Cependant,
elle ne permet pas toujours de caractériser les bornes de délétions car elle ne teste pas tous les
exons. D'autres approches de diagnostic, permettant une analyse plus approfondie des
délétions et insertions dans le géne DMD dans la population algérienne sera nécessaire. Dans
le cas échéant des mutations ponctuelles seront recherchées par séquencage complet du gene
DMD.

Les 37 patients sans diagnostic génétique, peuvent étre porteurs de duplications ou de
mutations ponctuelles dans le gene DMD, car notre analyse était centrée que sur les délétions.
Comme il peut s’agir d’un autre type de LGMD.

La biopsie musculaire avec I’examen immunohistochimique reste un moyen efficace
d’orientation vers le diagnostic génétique adéquat. Le recours a un laboratoire de
neuropathologie spécialisé pour I’é¢tude des biopsies musculaires dans notre pays reste

nécessaire.
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Récemment des techniques de séquengage nouvelle génération permettent de séquencer
simultanément des centaines de geénes, elles permettent ainsi d’identifier les anomalies

moléculaires en cause chez des personnes présentant des dystrophies musculaires non

étiquetées.
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Annexe. 1

A. Séquence du géne SGCG (NM_000231.2).

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

gaaactcgtg
tctgtaagtc
gttcattcgc
ccacagaagg
atggctggag
tgaatttagc
gccacttgtg
cattgtatgc
agaatgtgac
gtcccaaaat
cactatttac
ggcctgaagg
ttcaagacct
tgcatattca
atagtagtga
aggggacgtg
atgggaagct
tctgcctectg
acacccaggg
cttccagagg
gatctcaaaa
ttttccactg
tatcttgtcc
gctccactgt
caaagttcta
atgcaagtaa
tctggttttce
gtcaataagc

agagcccttt
atagaaaagt
cagtgtgctt
catctgcata
aaagcgctgt
tcttacaatt
tgtaacaaaa
caaagaaata
tgtaaatgcg
ggtagaagtc
tgtagatgag
ggctcttttt
tagattagaa
agctcacgct
tggaatgctt
gggtccctcect
gtacctgtct
agctgcctgce
agcagctgca
aactcagaaa
tgcacgtgga
gattaatttt
gtgtgggcac
ggatatctaa
tacagcattt
gtcaggtttc
aagatgtagt
aataaaaacc

ctccagggac
ttgaaacatt
ttcttaatat
gagaggccag
ctctacttgt
tggattctta
gatggactgc
cactccagag
cgcaactcag
cagaatcaac
aaggaagttg
gaacattcag
tccececcactce
gggaaaattg
gtgcttgatg
ggcagctcac
gtggccggtg
gtcctctcgg
catcgtgaaa
aaattatgtg
tgtgagacac
caccggaaca
acactgagtg
tgccctgttg
cctttatagc
acaagaaaat
taaaggaata
tcatttttca

agttgctgaa
ctgtctgtgg
ctaagatggt
agaatcagta
ttgttcttct
aagtgatgtg
gcttggaagg
tggactcatc
aaggggaggt
agtttcagat
tggttggtac
tggagacacc
ggagtctaag
aggcgctttc
ctgaaactgt
agagcctcta
tgagcaccac
tgagctgtgce
gactgaggca
ccagtgaaag
aaaagttgac
attgcgaatt
ttgagttgcc
agagtagcct
attcaaacct
tttcaagttt
aatcactcaa
gagttaaaaa
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gcttcatcct
tagagctcgg
gcgtgagcag
tgtctacaaa
tttactcatc
gttttctcca
ggaatcagaa
tctgcttcta
cacaggcagg
caactccaac
agataaactt
ccttgtcaga
catggatgcc
tcaaatggat
gtgcttaccc
cgaaatctgt
gtgccaggag
agtgccggcec
gcgtggatgg
tgtttggaca
aaaatggaaa
ctctctgcect
gtgtggagtt
tgctcagtac
cacatcctcc
tgaagggaat
aattaaactt
a

B. Sequence de la protéine gamma-sarcoglycane (NM_000231.2).

ttgctctcat
gccagctgta
tacactacag
attggcattt
atcctcgttg
gcaggaatgg
tttttattcc
caatcaaccc
ttaaaagtcg
gacggcaagc
cgagtaactg
gccgacccgt
ccaaggggtg
attctttttc
aagctggtgc
gtgtgtccag
cacagccaca
ccagatcctc
gaagtaaacg
aaaactacat
agcaatgtgt
cgcctcecceccce
aatgtatgac
taaaatgccc
cttcagttta
ttgaggttga
tctgtatata

K MVREQYTTATEGICIERPENQYVYKIGIYGWRKRCLYLFVLLLLITLVVNLALTIWILKV
MWESPAGMGHLCVTKDGLRLEGESEFLFPLYAKETHSRVDSSLLLOSTONVTVNARNSEGE
VTGRLKVGPKMVEVONQQOFQINSNDGKPLEFTVDEKEVVVGTDKLRVTGPEGALFEHSVETP
LVRADPFODLRLESPTRSLSMDAPRGVHIQAHAGKIEALSQMDILFHSSDGMLVLDAETVC

LPKLVQGTWGPSGSSQSLYEICVCPDGKLYLSVAGVSTTCQEHSHICL >



ANNEXES

Annexe. 2: Arbres généalogiques (avec les numéros des familles de I’étude).

Familles LGMD2C :
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Familles dystrophinopathies :
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Familles non diagnostiquées :
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Annexe. 3 : Consentement éclairé.

Centre hospitalier Universitaire BenBadis de Constantine
Laboratoire de biologie et genétique moléculaire

Laboratoire de biochimie

Identification du patient N° du prélévement :
Nom : Prénom : Adresse :
Date de naissance : Tel :
CONSENTEMENT :
Je soussigné(e), sus nomme, reconnais avoir été informe(e) parle :.......................... sur les

examens des caractéristiques génétiques qui seront réalisées, dans un but de diagnostic et/ou
de recherche, a partir :

[ ] A visée diagnostic

[]Du prélévement qui m’a été effectué [ ] A visée de recherche

Je donne mon consentement pour ce prélévement et je reconnais avoir regu 1’ensemble des
informations permettant la compréhension de cet acte biologique et sa finalité.

Faitd .coooviiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. B Signature

ATTESTATION

Je certifie avoir informé le(ou la) patient(e) sus nommeé(e)
sur les caractéristiques de la maladie recherchée, les moyens
De la détecter, les possibilités de prévention et de traitement Signature et cachet

et avoir recueilli le consentement du(ou de 1a) patient(e)

Le médecin prescripteur doit conserver le consentement écrit, les doubles de la prescription et les comptes
rendus d’analyses de biologie médicale commentés et signés.




ANNEXES

Annexes. 4 : Questionnaire LGMD2C.

Service de neurologie CHU

De Constantine

Pr :HAMRI.A
Questionnaire LGMD2C :
Pr. SIFI
Date : Numéro de dossier :
Nom : Prénom :
Sexe : Age actuel :
Date de naissance : Téléphone :
Adresse :
Propositus : oui [ ]
Diagnostic :
Motif de consultation :
ATCDS :
Mariage consanguin : oui |:|

Nombre de cas similaire :

DPM :
Age du début :
Signe du début :

Résultats de I’examen clinique :

Ptosis oui |:|

Déficit musculaire :

Son intensité :

Sa Topographie :

non I:I

non I:I




Muscles de la face :

Déficit moteur proximal M<
Déficit moteur proximal M>
Déficit moteur proximal distal M<

Déficit moteur proximal distal M>
Etat du quadriceps :

Amyotrophie :
Hypertrophie musculaire :
Des mollets :

De I’ensemble des muscles :

ROT : Rotuliens |:|
Bicipitataux |:|

Macroglossie :

Rigide spine :
Rétractions de membres :
Scoliose :

Age de la perte de la marche :

Résultats de I’examen complémentaire :

CPK

Biopsie musculaire :
Résultat de I’étude génétique :
Auvis cardiologue :

Age d’apparition :

Date :

oui |:|
oui |:|
oui [ ]
oui [ ]
oui |:|

Topographie :

Achill

Stylo radiaux | |

éens |:|

oui [ ]

LDH

oui [ ]

non

non

non

non

non

non

non

EMG

Résultats :

OO0 u
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EFR : Date : Résultat :

Age d’apparition :

Etablir un arbre genéalogique :




PUBLICATIONS






