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Réhabilitation

de la dystrophine humaine
dans le modele scid/mdx
apres greffe de cellules
souches de patients DMD
corrigées par saut d’exon
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Dystrophine et mutations

du géne dans la DMD

> La myopathie de Duchenne affecte
principalement les gargons (1 sur 3500).
€lle est due a des mutations portant sur
le géne de la dystrophine, localisé sur le

chromosome X. C'est le plus grand gene
connu, il est formé de 79 exons dispersés
sur un segment de pres de 2,5 millions
de nucléotides. Comme pour la plupart
des maladies génétiques, le spectre des
mutations est varié, mais ici il existe
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un fait remarquable: deux tiers des
mutations sont des délétions empor-
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tant un ou plusieurs exons. Les effets
pathogeénes de ces délétions dépendent

des répercussions sur le produit final:

la dystrophine. Soit le cadre de lecture

uc de PARNm muté est aboli, et le tableau
U 6

Promoteur U7 U7SmOPT Ség.':f‘":ies 6 clinique est celui d’une dystrophinopa-
élcj thie sévere (DMD, dystrophie musculaire
lcle de Duchenne), soit le cadre de lecture

Protéine Sm ﬂﬁ —~ est préservé, une dystrophine ampu-

h51A0N2 hS1AON1 site de liaison ua tée peut étre synthétisée en quantités
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type résultant est d’autant plus atténué

B (BMD, dystrophie musculaire de Becker).
[47 ][ 48 (J<J 51 ][52¢& 53 | Il est important de souligner que des
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individus « asymptomatiques » porteurs
de larges délétions ont été fortuitement
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identifiés. Ces sujets ne présentent pas
Figure 1. A. Schéma du vecteur lentiviral codant le snARN U7opt-ex51. Le U7snARN transforméen  de signes cliniques particuliers si ce
U7opt-ex51 spécifique de I’exon 51 du gene de la dystrophine humaine est cloné entre le WPRE  n’est un taux de créatine kinase muscu-
et le cPPT. Le petit ARN non codant modifié est placé sous le contréle de son propre promoteur et |aire un peu plus élevé que la normale.
de ses régions 3’ régulatrices. LTR : long terminal repeats ; Psi : séquence signal d’encapsidation;  La tolérance d’amputations partielles
RRE : Rev-responsive element ; cPPT: central polypurine tract ; WPRE : woodchuck hepatitis virus  «en phase » s’explique par la structure
responsive element. B. Représentation du phasage exonique au voisinage de la délétion A49-50  modulaire de la dystrophine. Elle présente

et stratégie de réhabilitation par élimination de I’exon 51. un module d’interaction avec I'actine a
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son extrémité amino-terminale. Sa partie
centrale est constituée de 24 domaines
répétés de type spectrine, suivie d’une
région riche en cystéine permettant son
ancrage a un complexe multi-protéi-
que membranaire en interaction avec la
matrice extracellulaire. Elle se termine
enfin par un domaine carboxy-terminal
associant des protéines de signalisation.
Le domaine riche en cystéine est de loin
le plus important et sa perte anéantit la
fonction de la dystrophine. La fonction
exacte de la dystrophine reste encore
énigmatique. Sans elle, les tissus mus-
culaires (squelettiques, lisses et cardia-
ques) sont fragilisés et se détériorent
lorsqu’ils sont soumis a I'exercice naturel.
Le fait qu’elle soit la clé de volite d’un
continuum protéique liant le cytosque-
lette a la lame basale musculaire sug-
gere une implication dans la résistance
mécanique des fibres. Un rdle purement
mécanique est cependant peu plausible
du fait de sa relative inabondance dans
les muscles sains. Une hypothése plus

vraisemblable serait qu’elle permet la
localisation et I’accrétion d’un ensemble
de partenaires moléculaires essentiels au
fonctionnement pérenne des fibres mus-
culaires. Plus qu’un lien mécanique, elle
pourrait plutdt participer a I"organisation
de I'espace sous-sarcolemmique.

Une approche

thérapeutique prometteuse

Vingt ans apres la découverte du géne
de la dystrophine, DMD est toujours une
maladie incurable. Myopathie embléma-
tique, elle représente plus que jamais un
défi thérapeutique majeur ou se confron-
tent approches de thérapie cellulaire,
approches de thérapie génique et phar-
macogénétique. Dans une publication
récente [1], nous décrivons une straté-
gie, combinant ces trois approches, qui
a permis, chez la souris scid/mdx, une
restauration significative et persistante
de la synthése de dystrophine par des
cellules de patients DMD corrigées par
saut d’exon. Par le passé, les tentatives

Figure 2. Immunomarquage de la dystrophine avec I’anticorps monoclonal de souris NCL-Dys3

(Novocastra). Sections de muscles (tibialis antérieur) de souris scid/mdx, 3 semaines et 6 semai-

nes apres injection intramusculaire de cellules CD133" transduites provenant d’un patient A49-

50 (origine sanguine A et B ; origine musculaire C et D).
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de transplantations de myoblastes se sont
souvent révélées décevantes. Les myo-
blastes greffés migrent peu et, s'il s’agit
de greffons allogéniques, sont rapidement
rejetés en I'absence d’immunosuppres-
sion. Au cours de la derniére décennie, de
nombreux travaux ont révélé des filiations
cellulaires inattendues entre différents
tissus de I’organisme: des cellules sou-
ches d’origine hématopoiétique ou vascu-
laire peuvent occasionnellement partici-
per a la formation des fibres musculaires
en régénération. C’est le cas des cellules
(D133 que I’on peut isoler a partir de
biopsies musculaires ou a partir de préle-
vements sanguins [2]. Le potentiel myo-
endothélial de ces cellules a été confirmé
ex vivo et in vivo, et une premiére étude
clinique visant a vérifier chez des patients
DMD Pinnocuité d’une administration
locale de cellules CD133" autologues a
été récemment publiée [3]. Notre objectif
€tait maintenant de corriger les cellules
des patients avant réinjection. A cette fin,
nous avons choisi d’équiper les cellules
CD133" fraichement isolées d’un systéme
de saut d’exon thérapeutique (SET). Le
SET consiste a restaurer un cadre de lec-
ture opérationnel d’un transcrit muté
en éliminant un ou plusieurs exons de
I’ARNm. Cette opération est rendue pos-
sible par 'usage de séquences antisens
masquant les motifs de définition du ou
des exons bornant la mutation lors de la
réaction d’épissage de I"ARN pré-messa-
ger. Dans la majorité des cas, ’ARNm ainsi
réhabilité permet la synthese d’une dys-
trophine certes tronquée mais fonction-
nelle. Les séquences antisens peuvent étre
des oligonucléotides synthétiques qu’il
faut réapprovisionner régulierement, ou
bien étre camouflées dans un transgene
correspondant a un petit ARN non codant
(snARN U7 ou U1) modifié ou vectorisé, ce
qui assure une production permanente de
Pantisens [4, 5]. Pour cette étude, nous
avons cherché a effectuer un SET dans
des cellules de patients DMD génotypés
présentant une délétion des exons 49 et
50 (qui décale le cadre de lecture).

Le vecteur produisant le SET est une cas-
sette d’expression d’un snARN U7 modifié



Figure 3. Localisation en position satellite des cellules CD133* greffées. A. Immuno-marquage

lamine A/C humaine (vert). B. Immuno-marquage M-Cadhérine (rouge). Les lames basales sont

marquées en magenta.

portant des séquences antisens empéchant
I’inclusion dans ’ARNm de I’exon 51. Cette
stratégie s’était déja montrée trés efficace
in vivo chez la souris mdx a I'aide d’une
cassette vectorisée dans un virus AAV [4,
5]. Mais ce vecteur étant incapable de
transduire des cellules ex vivo, nous avons
intégré la cassette thérapeutique dans un
vecteur lentiviral capable de transduire et
de s’intégrer dans le génome des cellules
(D133". La construction est décrite dans
la Figure 1A, et le saut d’exon correcteur
recherché, et effectivement obtenu, est
représenté dans la Figure 1B.

L’évaluation in vivo a été réalisée en réin-
jectant dans le modele de souris scid/
mdx les cellules CD133" du patient DMD
A49-50 préalablement transduites ex vivo.
Ces souris sont a la fois dépourvues de
dystrophine et immunodéficientes, donc
tolérantes vis-a-vis des xénogreffés. Des
trois semaines apres injection intramus-
culaire, de nombreuses fibres expriment
au niveau du sarcolemme une dystrophine
humaine réhabilitée au niveau du sarco-
lemme. Apres six semaines, ce nombre est
doublé pour les CD133" originaires du sang
et plus que quadruplé pour les cellules iso-
lées & partir du tissu musculaire (Figure 2).
Parallelement, on observe la réapparition
a la membrane des protéines du complexe
des glycoprotéines associées a la dystro-
phine. Enfin, I'identification des noyaux
humains par un anticorps anti-lamine A/C
permet d’identifier de nombreuses cellules
greffées en position satellitaire des fibres
musculaires, a 'instar des précurseurs
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musculaires canoniques (Figure 3). Cette
observation suggére que ce mode opé-
ratoire a permis d’implanter un réservoir
de progéniteurs musculaires corrigés qui
pourra étre mobilisé a la demande au
rythme des nécroses-régénérations avoi-
sinantes. Enfin, les cellules CD133" trans-
duites ont également été administrées via
I’artere fémorale. Ici encore, des foyers de
fibres exprimant la dystrophine humaine
ont pu étre identifiés, en particulier dans
le muscle tibial antérieur, démontrant la
capacité d’extravasation de ces cellules.
Le fait que le nombre de fibres positives
semble inférieur a celui obtenu par injec-
tion intramusculaire ne doit pas minorer
I’importance du résultat. Ici les cellules
greffées ont été disséminées a travers
I’ensemble du systeme vasculaire et se
sont vraisemblablement nichées a bas
bruit dans de nombreux muscles. Les tests
fonctionnels semblent corroborer cette
hypothese.

Perspectives thérapeutiques

Ces résultats laissent entrevoir la possibi-
lité d’une thérapie cellulaire pour DMD par
transfert de cellules souches autologues
préalablement équipées d’un dispositif
moléculaire assurant la réhabilitation par
saut d’exon de I’ARN messager de la dys-
trophine. Loin d’étre en concurrence avec
les approches de thérapie génique directe
(injection de vecteurs thérapeutiques) ou
pharmacogénétiques (AON synthétiques),
cette approche se veut complémentaire
et vise a stimuler/renforcer le potentiel

régénératif chez des patients déja installés
dans le processus myopathique et présen-
tant un tissu musculaire tres endommagé.
’accessibilité des cellules CD133* (isolées
a partir du sang circulant) et leur origine
autologue simplifient d’autant le pro-
bleme du rejet de greffe tout en autorisant
des traitements récurrents. Comme toute
approche de thérapie génique, il reste
encore a étudier 'impact de 'insertion
du génome du vecteur thérapeutique sur
le devenir des cellules CD133". Nous nous
attachons en particulier a évaluer I’éven-
tualité d’événements tumorigénes par
transplantation des cellules transduites
dans la souris NOD/SCID. ¢
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