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La myopathie de Duchenne, décrite 
par le physiologiste français qui lui a 
donné son nom dans les années 
1860, a été la première maladie héré­
ditaire dont le gène a été localisé par 
la méthode du clonage positionne! [ 1 ]  
consistant à identifier le gène muté 
responsable d'une maladie avant de 
connaître la protéine pour laquelle il 
code. Cette maladie, particulièrement 
pénible et dévastatrice , est relative­
ment fréquente (1 garçon sur 3 500). 
Elle se caractérise par la perte pro­
gressive de la force musculaire vers 
4-5 ans, la détérioration des muscles 
entraînant vers 1 1 - 1 2  ans l 'obligation 
d'utiliser un fauteuil roulant et abou­
tissant à la mort par insuffisance res­
piratoire ou cardiaque vers 20 ans. 
Cette maladie monogénique remplit 
les critères nécessaires pour que 1 'on 
envisage son traitement par thérapie 
génique. Le gène en cause (s'éten­
dant sur 2 ,3  millions de paires de 
bases) a été localisée en Xp2 1 par 
plusieurs équipes. L'ADNe et la pro­
téine correspondante,  la dystrophine , 
absente chez la plupart des myopa­
thes de Duchenne, ont été mis en 
évidence [2-4] . Les organes touchés 
par la maladie sont connus : les mus­
cles squelettiques, le cœur, les mus­
cles lisses et , probablement impliqué, 
le système nerveux. n n'existe pas de 
traitement efficace connu . De plus, le 
diagnostic prénatal ne permet pas de 
prévenir les cas de néomutation , par­
ticulièrement fréquents dans cette 
affection ( 1 /3 des cas). Enfin, l 'exis­
tence de modèles animaux (souris 
mdx et chien cxmd), chez lesquels la 
protéine équivalente à la protéine 
humaine est également absente, per­
met de tester l 'efficacité des thérapeu­
tiques proposées. 

Des traitements non spécifiques 
comme l ' injection de glucocorticoïdes 
produisent des effets très réduits. Du 
fait de la nature de la dystrophine (il 
s'agit d'une protéine structurale cyto­
plasmique [5] exprimée à la mem­
brane des fibres musculaires), des 
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traitements permettant de fournir la 
protéine absente ne sont pas réalisa­
bles. Différentes approches ont donc 
été tentées pour corriger le défaut 
génétique directement au niveau de 
l'ADN, puisque la fonction de la 
protéine et la physiopathologie de la 
maladie ne sont pas suffisamment 
comprises pour envisager d'autres 
niveaux de traitement qui agiraient 
sur les conséquences de ce défaut. 
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La première approche a été la greffe 
de myoblastes hétérologues provenant 
de donneurs normaux [6] .  Les cellu­
les sont ensuite injectées dans le mus­
cle du patient. Les myoblastes trans­
plantés peuvent fusionner avec les 
myoblastes du malade et participent 
à la régénération des fibres muscu­
laires en produisant la dystrophine 
manquante. Dans les expériences thé­
rapeutiques tentées chez l'homme, le 

nombre de fibres pouvant exprimer 
la dystrophine atteint environ 30 % 
et on ne constate pas systématique­
ment d'amélioration de la force mus­
culaire. De plus, les obstacles tech­
niques sont importants : nombre 
élevé de myoblastes à �ecter, ampli­
fication des cellules in vitro, rejet de 
greffe impliquant des traitements 
immunosuppresseurs. Une alternative 
est étudiée qui consisterait à utiliser 
des cellules prélevées chez le patient 
lui-même et traitées ex vivo pour leur 
transférer le gène normal de la 
dystrophine par différentes techniques 
[7] . Le problème est de prélever les 
cellules souches du patient (les cellu­
les satellites) avant qu'elles n'aient 
perdu leur potentiel de division au 
cours des cycles de nécrose­
régénération qui se produisent chez 
les myopathes. Les muscles profonds 
et le cœur ne sont de toute façon pas 
accessibles par cette stratégie. Un 
second type de thérapie génique a été 
tenté chez la souris rruhc par l 'équipe 
de J .A. Wolff [8) . Elle consiste à 
introduire le gène de la dystrophine 
par injection de l 'ADN nu dans le 
muscle. Bien que l 'expression persiste 
plusieurs mois dans les fibres muscu­
laires, le faible pourcentage de trans­
fert obtenu (environ 1 % des fibres) 
rend cette technique inutilisable pour 
l ' instant. 
Les adénovirus possèdent des proprié­
tés extrêmement intéressantes pour le 
transfert de gènes in vivo [9] . Ces 
virus sont stables et des titres parti­
culièrement élevés peuvent être obte­
nus. Ils peuvent, contrairement aux 
rétrovirus, infecter des cellules post­
mitotiques telles que les myotubes et 
peuvent enfm infecter de nombreux 

Figure 1 . A. Détection par immuno­
fluorescence de la minidystrophine 
dans un muscle de souris mdx, 
trois mois après l'injection d'une 
suspension d'adénovirus recombi­
nants contenant l'ADNe de la 
minidystrophine sous contrôle du 
L TR du virus du sarcome de Rous. 
B. Réaction obtenue sur le même 
muscle, avec un anticorps dirigé 
contre le domaine central de la 
dystrophine, absent dans la 
minidystrophine. C. Muscle de sou­
ris normale, D. Muscle non injecté 
de souris mdx. Noter la présence 
d'une fibre révertante (flèche) . 
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organes, dont les muscles et le cœur 
[ 10) , et autoriser un mode de déli­
vrance systémique. Ce point est par­
ticulièrement important dans le cas 
de la maladie de Duchenne qui 
affecte tous les muscles, puisque 
l' issue de cette maladie dépend sur­
tout de l 'atteinte des muscles respi­
ratoires et cardiaque qui ne sont pas 
accessibles par injection locale . Des 
adénovirus recombinants non réplica­
tifs ont été utilisés pour transférer 
plusieurs gènes avec succès chez 
l 'animal dans un but de vaccination 
ou de thérapie génique [ 1 1 - 1 3] .  
Aucun effet secondaire n ' a  été détecté 
à cette occasion. Bien que le génome 
de ces vecteurs adénoviraux non 
réplicatifs semble persister majoritai­
rement sous forme extrachromosomi­
que, il a été démontré que l 'expres­
sion des gènes ainsi transférés pou­
vait être observée pendant de longues 
périodes dans le foie et les muscles 
squelettiques [ 1  0, 1 1 ,  14 ] .  
Dans un article récemment publié 
dans Nature, Ragot et al. , dans le 
cadre d'un travail coopératif entre les 
laboratoires de Michel Perricaudet 
(CNRS, IGR, Villejuif, France), 
Axel Kahn, Jean-Claude Kaplan et 
Pascale Briand (INSERM et Assis­
tante publique , ICGM,  Pari s ,  
France), e t  J .  Cartaud (CNRS, Ins­
titut Jacques-Monod, Paris, France), 
ont démontré qu'un vecteur adéno­
viral permettait aussi de transférer un 
gène codant pour une dystrophine 
dans des muscles de souris mdx défi­
cients en cette protéine [ 1 5 ) .  Ils ont 
utilisé un ADNe de 6,3 kpb codant 
pour une mini-dystrophine , cloné 
chez un malade âgé de 61 ans qui 
était atteint d'une forme extrêmement 
atténuée de myopathie de Becker 
[ 16) . La bénignité des symptômes 
observés chez ce malade suggère que 
la minidystrophine synthétisée dans 
ce cas conserve une part de la fonc­
tion de la protéine entière. L'ADNe 
codant pour cette mini-dystrophine 
est un matériel intéressant car, 
compte tenu de sa taille ( 1 4  kb), 
l 'ADNe complet de la dystrophine ne 
peut être intégré dans les vecteurs 
existants. Cet ADNe a été cloné sous 
le contrôle du promoteur présent 
dans le L TR (long terminal repeat) du 
virus du sarcome de Rous dans un 
vecteur viral basé sur 1 'adénovirus 

humain de type 5. Il est possible de 
substituer 7,5 kpb d'ADN exogène 
dans le génome viral du fait de la pré­
sence de délétions au niveau de la 
région El et une partie de la région 
E3. Le virus recombinant portant le 
gène codant pour la minidystrophine 
(Ad-RSVmDys) a été obtenu par 
recombinaison in vivo. Ce virus est 
défectueux pour la réplication dans les 
cellules humaines (qui sont les cellu­
les normalement permissives pour la 
réplication) et doit donc être préparé 
sur une lignée particulière de cellules 
humaines, les cellules 293 qui complé­
mentent pour la région E l  virale . 
Ce virus recombinant a d'abord été 
testé in vitro sur les cellules 293 et sur 
une lignée de myoblastes de souris, 
la lignée C2. Ces dernières peuvent 
être infectées par le virus au stade 
myoblaste ou après fusion cellulaire 
lorsque les myoblastes ont fusionné 
pour donner des myotubes. Après 
une infection de 48 heures, une pro­
téine de poids moléculaire attendu 
(200 kDa) est observée par immuno­
transfert dans les extraits cellulaires, 
confirmant l ' intégrité de la minidys­
trophine recombinante obtenue. 
Le virus recombinant a alors été uti­
lisé pour transférer et exprimer cette 
protéine dans les muscles de la sou­
ris mdx. Cette souche de souris pos­
sède une mutation ponctuelle qui 
engendre un codon stop dans le gène 
de la dystrophine, empêchant la 
synthèse de cette protéine. Il peut 
cependant se produire des mutations 
somatiques conduisant à l 'expression 
de la dystrophine dans certaines 
fibres, mais ce taux de réversion 
n'excède jamais 1 % .  Des souriceaux 
de 5 et 9 jours ont été injectés dans 
le muscle de l 'une des pattes arrière 
avec des doses d'adénovirus compri­
ses entre 2 et 5 x 109 u .f.p .  (unité 
formant plaque). De plus, un adéno­
virus recombinant exprimant le gène 
rapporteur codant pour la  {3-
galactosidase a été injecté dans les 
deux pattes (avec Ad-RSV mDys dans 
la patte traitée et seul dans la patte 
controlatérale). Les animaux ont été 
sacrifiés deux semaines à six mois 
après l ' injection et les muscles trai­
tés ont été prélevés et coupés. 
L 'exp�ession du transcrit de la 
minidystrophine a été vérifiée par 
PCR avec ou sans étape de trans-

cnpt10n inverse (pour s'assurer que 
les échantillons d' ARN ne sont pas 
contaminés par de l 'ADN). Si un 
signal est effectivement détecté dans 
la patte traitée, en revanche , aucun 
signal n'est visible dans la patte 
témoin qui peut donc être utilisée 
comme témoin interne. 
Les études d'irnmunofluorescence réa­
lisées ont montré que la minidystro­
phine était correctement exprimée au 
niveau du sarcolemme des fibres mus­
culaires. Suivant les animaux et les 
stocks viraux utilisés, des résultats 
compris entre 5 et 50 % de fibres 
.positives ont été obtenus dans le mus­
cle traité contre moins de 1 % dans 
la patte controlatérale (figure I). Les 
auteurs ont vérifié, avec un anticorps 
reconnaissant la région absente dans 
la minidystrophine, que l 'expression 
dans la patte traitée était bien le résul­
tat de 1 'expression de la minidystro­
phine. Moins de 1 % de fibres sont 
marquées par cet anticorps aussi bien 
dans la patte traitée que dans la patte 
controlatérale , ce qui correspond à 
1 'expression résultant de réversions 
somatiques .  Dans certaines expérien­
ces, le muscle (3 à 4 mm de long) a 
été sectionné en totalité et les différen­
tes sections examinées montrent que 
la même proportion de fibres positi­
ves est observée sur toute la longueur 
du muscle, du fait de la diffusion du 
virus sur une certaine distance. 
L'expression du gène transféré est par­
faitement stable au moins pendant six 
mois. Les animaux ont été injectés 
avant le début de la période de 
nécrose-régénération qui débute vers 
le 1 5e jour après la naissance et se 
poursuit tout au long de la vie de la 
souris mdx. Les noyaux des fibres mus­
culaires en régénération ont une loca­
lisation majoritairement centro­
cellulaire alors que celle des fibres nor­
males est périphérique. Chez les sou­
ris sacrifiées trois et six mois après 
l ' injection, une majorité de fibres pos­
sèdent des noyaux périphériques dans 
le muscle de la patte injectée alors que, 
dans la patte controlatérale, on observe 
1 '  aspect de fibres en régénération . De 
plus, la présence de {3-galactosidase 
n 'est observée que dans le muscle 
traité, indiquant probablement une 
protection vis-à-vis du processus de 
nécrose-régénération des fibres expri­
mant le gène thérapeutique. 
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En conclusion, ce travail démontre 
qu'il est possible de transférer et de 
faire exprimer un gène codant pour 
une minidystrophine fonctionnelle 
dans une proportion importante des 
fibres du muscle injecté. Il reste à 
démontrer la possibilité d'obtenir le 
même résultat par une injection systé­
mique du vecteur adénoviral . Par ail­
leurs, il faudra ensuite passer au 
modèle canin - le chien cxmd qui, 
contrairement à la souris, est très 
affecté par l 'absence de dystrophine et 
qui présente un modèle de la maladie 
très proche de la myopathie humaine 
- afm de vérifier l'efficacité thérapeu­
tique d'une telle approche. 
De nombreux problèmes devront 
cependant être résolus avant d 'envi­
sager de traiter des malades par une 
telle méthode. Les obstacles sont dus 
soit au transgène lui-même, soit au 
vecteur. Quelles sont les conséquen­
ces de l 'expression ectopique de la 
dystrophine ? Le système immuni­
taire répondra-t-il contre les cellules 
exprimant la dystrophine chez des 
malades où celle-ci était complète­
ment absente avant la thérapie ? Dif­
férents problèmes portent également 
sur les aspects de sécurité du vecteur 
adénoviral . Il faut ainsi évaluer les 
risques liés à la présence du génome 
viral dans les cellules de l 'organisme 
ciblées par le virus (effet de l' expres­
sion éventuelle de protéines virales 
s'exprimant malgré tout avec le 
transgène, possibilité de rares événe­
ments d'intégration du génome viral) .  
Peut-il y avoir une réplication virale 
par exemple par surinfection des cel­
lules traitées avec un virus recombi­
nant ? Quelle sera la réponse immu­
nitaire si des injections répétées de 
virus sont utilisées ? Enfm, le vecteur 
adénoviral utilisé ici ne peut accep­
ter que 7,5 kpb d'ADN exogène . 
Clairement,  si une thérapie génique 
est proposée, il faudra utiliser le gène 
codant pour la protéine complète, en 
tous points comparable à la protéine 
normale . Pour cela, il faudra dispo­
ser d 'un vecteur adénoviral pouvant 
accepter environ 1 2  kpb. Il est en 
principe possible de déléter complè­
tement tous les gènes viraux et de 
libérer une place correspondant à 
30 kpb. Mais, en contre-partie , le 
vecteur devra être amplifié sur une 
lignée cellulaire complémentant les 
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produits des gènes viraux ou être cul­
tivé en présence d'un virus auxiliaire 
codant pour les gènes viraux absents. 
Cette méthodologie pose à son tour 
de nombreux problèmes. Les répon­
ses à ces problèmes et leurs parades 
éventuelles sont étudiées. 
Néanmoins, les résultats obtenus 
ouvrent l 'espoir que des maladies 
totalement incurables actuellement 
soient un jour traitées par une thé­
rapie génique utilisant des vecteurs 
viraux présentant un mveau maxi­
mum de sécurité pour les malades. 

Thierry Ragot, 
Nathalie Vincent 

Hélène Gilgenkrantz 

L'Association des Anciens Élèves de 
l'Institut Pasteur communique 
A une époque où, avec le Sida, les mala­
dies infectieuses retiennent à nouveau 
l'attention, peut être convient-il de médi­
ter les leçons sur « La naissance, la vie et 
la mort des maladies infectieuses » que 
Charles NICOLLE, grand Pasteurien, fonda­
teur et longtemps directeur de l'Institut Pas­
teur de Tunis, Prix Nobel de Médecine en 
1 928, · donna au Collège de France. 
Plusieurs fois publiés, ces cours, qui con­
nurent un grand retentissement, restent 
d'actualité mais sont devenus introuvables 
en librairie. 
A l'intention de tous ceux qui souhaitent 
les découvrir ou les posséder dans leur 
bibliothèque pour s'y référer, l'Association 
des Anciens Élèves de 1' Institut Pasteur 
compte les rééditer, sous une présentation 
soignée et propose une offre de souscrip­
tion dans les conditions suivantes : 
• Jusqu'au 31 mars 1 993 : 
Le montant de la souscription pour un 
exemplaire est de 1 35 F, majoré de 30 F 
pour les frais d'envoi (France et étranger). 
Le chèque accompagnant le bulletin de 
souscription sera débité à partir du 1 •• avril. 
• Passé le 31 mars 1 993 : 
Le prix de cession de l'ouvrage sera de 
1 80 F, majoré de 30 F pour les frais 
d'envoi (France et étranger). 

BULLETIN DE SOUSCRIPTION POUR 
« DESTIN DES MALADIES 

INFECTIEUSES '' DE CHARLES NICOLLE 
A adresser avant le 31 mars 1 993 au 
Secrétariat de l'Association des Anciens 
Élèves de l'Institut Pasteur, 25, rue du Doc­
teur Roux, 75724 PARIS CEDEX 1 5. Tél. 
( 1 )  45.68.81 .65 ou ( 1 )  43. 27.72.37 
NOM . . . . . . . . . PRÉNOM . . . . . . . .  . 

ADRESSE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 
• Souscription pour . . . . .  exemplaire(s) du 
« Destin des maladies infectieuses " de 
Charles

· 
NICOLLE au prix de 1 35 F l'unité 

plus frais de port ( 30 F). 
• Ci-joint le chèque correspondant à cette 
souscription, libellé à l'ordre de l'ASSOCIA­
TION DES ANCIENS ÉLÈVES DE L'INSTI­
TUT PASTEUR. 
Date : Signature : 
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