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Summary

Due to a number of characteristics, therapeutic approaches of
neuromuscular diseases represent complex issues. Nevertheless,
they help to set the ground for many innovative breakthroughs: gene
therapy by way of transfer into the target muscle or neuronal cells of
full-length or minimal coding sequences, ARN “surgery” (episso-
therapy or stop codon readthrough), DNA surgery, transfer or induc-
tion of compensatory genes. In parallel to these gene-based
strategies, the stimulation of tissue regeneration uses embryonic
or iPS stem cells that can be administered into the blood stream, with
the subsequent ability of extravasation and transdifferentiation.
Tissue regeneration can also be obtained by chemical stimulation
of endogenous stem cells. Alternatively, various pharmacological
approaches are aiming at protecting neuronal, cardiac, or skeletal
muscle cells from degradation. Future therapies will probably rely on
combinations of targeted gene-based and non-selective regenerative
and/or cytoprotective interventions.
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e traitement des maladies neuromusculaires se heurte a
de nombreuses barriéres :
e nécessité de corriger et préserver de maniére durable
I'ensemble du tissu cible (en particulier la musculature
représentant la moitié de la masse de I'organisme) ;
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Innovative therapeutic prospects for neuromuscular diseases
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Résumé

Les maladies neuromusculaires sont particulierement complexes a
aborder d’un point de vue thérapeutique. Cependant, elles sont a
Porigine de nombreuses pistes particulierement innovantes : thérapie
génique par transfert dans les cellules cibles musculaires ou neu-
ronales de séquences codantes complétes ou partielles de genes
thérapeutiques, « chirurgie » de ’ARN (épissothérapie ou trans-
lecture de codons stop) ou de ’ADN, transfert ou induction d’autres
génes a visée thérapeutique. Parallélement, la stimulation de la
régénération tissulaire implique des cellules souches embryonnaires
ou induites a la différenciation, qui, administrées dans la circulation
sanguine, ont la capacité de migration hors des vaisseaux et de
transdifférenciation. Elle peut étre obtenue également par induction
pharmacologique des cellules endogénes. Diverses approches phar-
macologiques visent & protéger les cellules cibles musculaires,
neuronales ou cardiaques de la dégradation. Les traitements futurs
passeront probablement par une combinaison d’une thérapie spéci-
fique génétique avec une thérapie non spécifique régénératrice et/ou
cytoprotectrice.
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e affections graves débutant dés I'enfance et évoluant vers
la disparition progressive du tissu fonctionnel ;

e occurrence de nombreuses mutations de novo (un tiers des
cas dans la dystrophie musculaire de Duchenne) induisant une
variété considérable d’anomalies génétiques rendant chaque
patient littéralement unique.

Ces stratégies thérapeutiques peuvent étre catégorisées en
thérapies issues de la connaissance des genes et en thérapies
cytoprotectrices et régénératrices.
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Transfert de génes

La thérapie génique est elle-méme multiforme : transfert de
la séquence codante compléte ou partielle du géne sain,
chirurgie de I'acide ribonucléique (ARN) ou de I'acide dés-
oxyribonucléique (ADN), transfert ou induction d’autres
génes a visée thérapeutique. La premiére tentative clinique
a porté sur la dystrophie musculaire de Duchenne. Elle a
consisté a administrer la séquence codante compléte du géne
de la dystrophine, porté par un vecteur non-viral, 'ADN
plasmidique. Dans I'essai de phase | réalisé en 2001 a
2003, une dose faible de vecteur a été utilisée (600 pg)
conduisant a une expression trés faible et locale (le long
du trajet de I'aiguille) de dystrophine et sans pouvoir totale-
ment exclure une réponse immune en cas de dose massive
de vecteur. L'administration HLV (hydrodynamic limb vein) de
plasmide dans les membres, mise au point chez les primates
et les modéles rongeurs (souris mdx) et canin (chien GRMD)
de dystrophie musculaire de Duchenne, se réveéle efficace et
bien tolérée. Elle permet de délivrer de grandes quantités de
plasmide (jusqu’a plusieurs centaines de mg) par voie intra-
veineuse en s’aidant d’un garrot gonflable (tourniquet) a la
racine du membre pour délimiter ainsi la zone traitée. Tous
les patients pourraient bénéficier de cette approche. L'effi-
cacité de transfection chez le primate apparait importante
(40 % des fibres dans certains muscles) mais pourrait étre
encore améliorée. Cela est possible grace aux vecteurs viraux
tels que les AAV. Ces virus ne pouvant accommoder la
séquence codante compléte de la dystrophine, des versions
minimales du géne ont été générées et capables de corrigerle
phénotype dystrophique des divers modéles de souris mdx et
chez le chien GRMD. Un essai clinique de sécurité (phase la
randomisée en double-insu) aprés administration intramus-
culaire d’'un AAV2.5-minidystrophine (Biostrophin®) est en
cours chez des patients 4gés de cinqa 11 ans. A ce jour et aprés
deux ans pour les premiers patients, aucun effet indésirable
grave n’a été observé. Une expression faible locale de mini-
dystrophine a été mise en évidence chez deux des
six patients. La voie d’administration locorégionale HLV
d’AAV est également envisagée. Des études chez le rongeur,
le chien GRMD et le primate non-humain sont en cours, ainsi
qu’une étude clinique d’administration HLV de tampon salin
chez des volontaires atteints de dystrophie musculaire de
Duchenne. D’autres applications, notamment visant des
myopathies des ceintures (alpha ou gamma sarco-glycano-
pathies en particulier) sont d’ores et déja envisagées (des
essais de phase | d’injections locales se sont récemment
achevés).

Différents obstacles subsistent : techniques (production
grande échelle de vecteur mais en cours de résolution)
ou scientifiques, en particulier contréle de la neutralisation
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anti-vecteur surtout chez les sujets séropositifs pour les AAV,
ou anti-transgéne (possible selon les patients).

Chirurgie de I’acide désoxyribonucléique

Les risques d’intégrations aléatoires de vecteurs ont amené a
évaluer une nouvelle voie de recherche que l'on pourrait
qualifier de chirurgie de I’ADN ciblée. Des méganucléases
sont aujourd’hui expérimentées pour la dystrophie muscu-
laire de Duchenne et d’autres myopathies. Les méganucléases
dérivent d’endonucléases naturelles qui créent une coupure
double brin dans la séquence cible sur le chromosome. A I'aide
d’une matrice ADN apportant la séquence d’intérét, il est alors
possible, par le biais de I'’événement de recombinaison homo-
logue, d’induire la réparation par la machinerie nucléaire. On
peut ainsi s’adresser a toutes sortes de mutations génétiques
humaines, certaines validées in vitro. Diverses myopathies
sont actuellement explorées. Si I'on entrevoit assez rapide-
ment la possibilité de correction de cellules in vitro dans une
perspective de thérapie cellulaire ciblée, les applications in
vivo se heurtent encore aux mémes problématiques de vec-
torisation que la thérapie génique.

Une alternative consiste a agir, non a I’échelle de ’ADN, mais
plus en aval, sur le produit du géne. Le plus souvent les
mutations génétiques débouchent sur un codon stop produi-
sant les formes sévéres liées aux mutations « nulles » ou
abolissant le cadre de lecture empéchant toute production de
dystrophine. Les formes plus modérées résultent de muta-
tions qui respectent le cadre de lecture et sont compatibles
avec la production d’une dystrophine plus courte pouvant
conserver une certaine fonctionnalité. Ce concept a été appro-
fondi expérimentalement chez la souris ot on a pu étudier
Iimpact sur la fonction musculaire de toute une série de
délétions de taille croissante.

Chirurgie de I'acide ribonucléique

Il a donc été envisagé de modifier I'épissage de I’ARN prémes-
sager par saut d’exons afin d’en restaurer le cadre de lecture,
phénoméne naturel décrypté dans les fibres musculaires de
malades atteints de dystrophie musculaire de Duchenne dites
« révertantes ». Ainsi, des oligonucléotides antisens complé-
mentaires des séquences-clés de I’épissage et chimiquement
modifiés pour les rendre insensibles aux RNases permettent la
production de dystrophine tronquée chez des malades ou le
déficit est complet, c’est-a-dire de transformer une myopathie
de type dystrophie musculaire de Duchenne en type BMD. Cette
méthode « d’épissothérapie » devrait en théorie corriger un
grand nombre de cas de décalage du cadre de lecture, ou de
mutations non-sens, par le choix judicieux de I'exon ou des
exons a éliminer. La persistance de I'effet thérapeutique est
obtenue par administrations répétées des oligonucléotides
antisens (leur demi-vie dans la cellule n’excéde pas quelques
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semaines) ou par la vectorisation de séquences productrices de
cesantisensdans un AAV ou un lentivirus. La premiére tentative
chez ’lhomme a consisté a administrer par voie intraveineuse
0,5 mg/kg de maniére hebdomadaire pendant quatre semaines
d’un antisens phosphorothioate destiné a sauter I'exon 19 chez
un patient de dix ans atteint de dystrophie musculaire de
Duchenne présentant une délétion de I'exon 20. Bien que
faible, la présence dans les lymphocytes sanguins du messager
en phase sauté des exons 19 et 20, ainsi que des traces de
dystrophine dans une biopsie musculaire ont été observés une
semaine apres la derniére injection.

Deux autres molécules ciblant I'exon 51 sont au stade des
essais de phase b :

e |e PROO51développé par la société Prosensa a montré dans
deux essais une expression dose-dépendant de quasi-
dystrophine dans les biopsies musculaires a distance. Aucune
réponse immune anti-dystrophine n’a été observée. Un suivi
long terme des patients est en cours. Un essai de phase IIb
visant I'exon 51 et un essai de phase I/l ciblant I'exon 44 sont
en cours ;

e AVI BioPharma, développe un morpholino réputé plus
stable chimiquement que les phosphorothioates, I’AVI-4658.
Aprés de bons résultats chez le chien GRMD, les données
d’essais cliniques d’injections intramusculaires puis intravei-
neuses montrent une forte expression de quasi-dystrophine
également dépendante de la dose chez des patients
ambulants agés de cinq a 15 ans.

Le saut d’exon doit étre adapté aux caractéristiques génétiques
précises de chaque patient. Une autre limitation est représen-
tée parl'incapacité relative de ces produits a cibler le cceur (sauf
peut-étre pour les AAV-U7 ou U1 a condition que des méthodes
adéquates d’administration soient disponibles). Une grande
proportion de malades n’est pas éligible au saut d’exons, car
certaines parties de la protéine ne doivent pas étre délétées. De
surcroit, chaque oligonucléotide antisens étant considéré
comme un nouveau médicament en soit, il devient indispen-
sable d’adapter les contraintes réglementaires pour faciliter
leur développement et leur accessibilité aux mutations rares.
Parallélement, des stratégies antisens destinées a interférer
avec l'expression d’ARN sont également développées pour
d’autres maladies neuromusculaires (dystrophinopathies, dys-
trophie myotonique de Steinert et plus généralement toutes
pathologies a répétitions de triplets pour lesquelles 'accumu-
lation d’'un ARN « anormal » se révéle toxique).

Cette autre stratégie d'épissothérapie permet de court-
circuiter les codons stop prématurés induits par une mutation
non-sens (environ 10 % des cas de dystrophie musculaire de
Duchenne). Le principe, découvert a I'occasion d’effets inat-
tendus d’aminoglycosides antibiotiques, a été développé
autour de molécules non antibiotiques comme le PTC124®
(Ataluren), qui est actuellement en essai clinique de phase IlI

dans la dystrophie musculaire de Duchenne et la mucovisci-
dose. Se pose ici le probléme de la spécificité d’action du
produit qui doit respecter non seulement les stops naturels
signalant la fin de la protéine, mais aussi les trés nombreux
stops prématurés engendrés par des épissages alternatifs
aléatoires. Un suivi long terme des patients traités est a ce
titre indispensable. Dix pour cents des maladies génétiques
sont éligibles.

Il est possible que pour les patients dont la maladie est déja
trés évoluée, ces différentes pistes se révélent insuffisantes,
du fait notamment de la fonte musculaire (dés que les
capacités régénératrices du muscle sont dépassées ou épui-
sées) au profit de la fibrose et de I'adipose. Une stratégie
régénératrice pourrait permettre de contourner ce probléme.

Cellules souches

Le principe consiste a délivrer dans la musculature un nombre
suffisant de cellules souches a visée myogénique. Les premiers
essais cliniques basés sur la greffe par injections locales de
myoblastes, cellules souches adultes musculaires, se sont
révélés décevants. Les myoblastes contribuent a la réparation
musculaire dans le muscle normal et pathologique. La greffe
de myoblastes sains permet de surcroit la production de
dystrophine dans les muscles greffés chez la souris mdx.
Les multiples essais cliniques entrepris alors n’ont cependant
pas permis de démontrer le gain fonctionnel attendu, du fait
notamment du rejet des cellules greffées ou de la dystrophine
produite, du nombre limité de divisions cellulaires des cellules
purifiées, de leur forte mortalité aprés injection et de leur
absence de diffusion dans les muscles injectés.

De nombreux autres types cellulaires ont été identifiés qui
pourraient résoudre une partie de ces difficultés, dérivant en
particulier de multiples régions de I'organisme et souvent
dans la zone vasculaire dont le type cellulaire peut étre
caractérisé par une collection de marqueurs membranaires :
cellules satellites, cellules souches dérivées du muscle, side
population, cellules souches dérivées de la moelle osseuse,
mésoangioblastes, cellules souches CD133+ dérivées du sang
ou du muscle et péricytes. Les mésoangioblastes et les CD133+
administrés dans la circulation sanguine ont la capacité de
migration hors des vaisseaux et de transdifférenciation en
cellules musculaires squelettiques et vasculaires chez les sujets
atteints de dystrophie musculaire de Duchenne. Les CD133+
circulants pourraient méme constituer un biomarqueur
formes modérées de la dystrophie musculaire de Duchenne.
Ces cellules pourraient étre prélevées chez les malades eux-
mémes et étre génétiquement modifiées comme cela a été
montré pour le saut d’exon avec des constructions lentivirales,
limitant ainsi le risque immunologique.
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L'utilisation de facteurs de croissance myotrophiques (IGF1,
hormone de croissance par exemple) a été proposée. Plus
récemment des données encourageantes ont été obtenues
en ciblant la voie de la myostatine. La myostatine est un
régulateur négatif de la croissance musculaire. Les muta-
tions spontanées dans le géne de la myostatine produisent
un phénotype hypermusclé dans diverses espéces bovines,
ovines, tout comme I'invalidation de ce géne chez la souris.
Une mutation a été découverte dans une famille allemande,
produisant une méme hypertrophie musculaire et une force
peu commune chez ’homme. Ainsi, un anticorps monoclo-
nal anti-myostatine a été évalué dans un essai de phase /Il
dans trois maladies neuromusculaires dont la BMD et un
essai de phase Il a débuté sur des malades atteints de
dystrophie musculaire de Duchenne traités avec une pro-
téine de fusion antagoniste de la liaison de la myostatine a
son récepteur Activine Il. D’autres inhibiteurs candidats sont
au stade de la recherche animale : transfert du géne du
propeptide MPRO chez le chien GRMD, de la follistatine ou
de la growth and differentiation factor-associated serum
protein-1 (GASP-1). La voie anti-myostatine et la cytothérapie
pourraient se combiner. Ainsi les anti-myostatines pour-
raient favoriser la différenciation myogéniques des cellules
souches mésenchymateuses.

Cette voie pourrait étre utilisée seule ou préférentiellement
en combinaison avec une thérapie correctrice de l'atteinte
génétique.

La cytoprotection et/ou la régénération des motoneurones
par des cellules embryonnaires ou des iPS induites a la
différenciation fait 'objet d’une recherche intense, mais qui
n’en est encore qu’a un stade trés précoce. Le remplacement
cellulaire suppose la capacité des cellules greffées (d’origine
embryonnaires ou iPS) a intégrer et former de nouvelles
connections fonctionnelles avec les cellules hotes. Dans le
cas de 'amyotrophie spinale, les motoneurones ainsi greffés
ou obtenus doivent étre capables de former des prolonge-
ments axonaux étendus depuis la moelle épiniére jusqu’a la
plaque motrice (jusqu’a un métre !). Cette gageure est pos-
sible a I'échelle du petit animal mais semble peu probable
chez les primates. On s’oriente plutdt vers une stratégie de
support neurotrophique apporté par les cellules elles-mémes
ou aprés modification génétique.

Stratégies cytoprotectrices

Ciblées sur des protéines secondairement impliquées dans la
cascade physiopathologique de la déficience génétique, de
nombreuses pistes sont a I'étude. Parmi les protéines qu’il
faudrait moduler (par inhibition ou stimulation) figurent
l'utrophine, une protéine proche structurellement de la dys-
trophine. La surexpression d’utrophine chez les patients
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atteints de myopathie de Duchenne est un phénoméne
naturel, peut-étre compensateur, et que différents groupes
cherchent a amplifier pharmacologiquement (ou par thérapie
génique) pour obtenir un effet protecteur des cellules
musculaires.

D’autres cibles sont les protéines du complexe lié a la dys-
trophine, d’autres protéines de la membrane musculaire,
notamment l'intégrine alpha 7, I'inhibition de protéases, de
signaux de stress ou de protéines agissant sur les mouve-
ments de calcium ou les anti-fibrotiques. De nouvelles cibles
pharmacologiques, issues de la connaissance de plus en plus
précise des mécanismes moléculaires, se rapprochent de la
clinique. C'est le cas en particulier des inducteurs de SMN2,
protéine semi-fonctionnelle susceptible de compenser
I'absence de SMN1 responsable de I'amyotrophie spinale
infantile. Ces molécules pharmacologiques peuvent stimuler
sélectivement le géne smn2, stabiliser son messager ou la
protéine produit du géne smna.

La pharmacothérapie représente donc une voie importante a
poursuivre. Les seuls traitements approuvés pour la dystro-
phie musculaire de Duchenne/DMB sont :

e les glucocorticoides dont I'effet retardateur de la destruc-
tion musculaire semble maintenant reconnu tant chez les
malades ambulants que non-ambulants bien que les
mécanismes n’en sont pas encore complétement élucidés
(anti-inflammatoires, inducteurs de la régénération muscu-
laire, inducteurs d’utrophine, inhibiteurs de protéases) et ;
¢ les cardioprotecteurs (inhibiteurs de I'enzyme de conver-
sion, B-bloquants et plus récemment [I'idébénone) qui
permettent de réduire considérablement [Iincidence et
'ampleur de l'insuffisance cardiaque.

L'analyse du transcriptome pathologique pourrait permettre
de fournir de nouvelles pistes thérapeutiques. D’ores et déja
plusieurs dizaines de molécules et suppléments alimentaires
sont proposés et se pose notamment la question du nombre
d’essais cliniques et donc de patients disponibles pour leur
validation.

Les maladies neuromusculaires sont particuliérement
complexes a aborder d’'un point de vue thérapeutique.
Cependant, elles sont a |'origine de nombreuses pistes
particuliérement innovantes : thérapie génique par trans-
fert dans les cellules cibles musculaires ou neuronales de
séquences codantes complétes ou partielles de génes thé-
rapeutiques, « chirurgie » de I’ARN (épissothérapie ou trans-
lecture de codons stop) ou de I’ADN, transfert ou induction
d’autres génes a visée thérapeutique. Parallélement, la
stimulation de la régénération tissulaire implique des cel-
lules souches embryonnaires ou induites a la différencia-
tion, qui, administrées dans la circulation sanguine, ont
la capacité de migration hors des vaisseaux et de
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transdifférenciation. Elle peut étre obtenue également
par induction pharmacologique des cellules endogénes.
Diverses approches pharmacologiques visent a protéger
les cellules cibles musculaires, neuronales ou cardiaques
de la dégradation. Les traitements futurs passeront proba-
blement par une combinaison d’une thérapie spécifique
génétique avec une thérapie non spécifique régénératrice
et/ou cytoprotectrice.

L'auteur déclare ne pas avoir de conflits d’intéréts en relation
avec cet article.
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