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Micro/mini-dystrophines et dystrophie
musculaire de Duchenne : entre espoirs

et défis

Emmanuelle Lagrue, Claude Cancés, Juliette Ropars

Les nombreux travaux précliniques de thérapie
génique (TG) mis en ceuvre afin de modifier I'his-
toire naturelle de la dystrophie musculaire de
Duchenne (DMD), ont aujourd’hui abouti a la mise
en place d’essais cliniques évaluant la sécuritée et
I'efficacité de I'administration de mini- ou micro-dys-
trophines chez I'enfant, et a terme peut-étre chez
'adulte. Nous reprendrons dans cet article le prin-
cipe général de la TG, les modéles animaux étudiés,
les essais cliniques avec mini- ou micro-dystrophine
actuellement en cours, et enfin les limites et effets
indésirables possibles de ce type de thérapeutique
innovante.

Principe général de la thérapie génique

Le principe de la thérapie génique dans le traite-
ment des maladies monogeéniques est d’intégrer, de
maniére compléte ou partielle, le géne responsable
d’une pathologie donnée (on parle de « transgéne »)
dans un vecteur le plus souvent viral (lentivirus,
gamma-rétrovirus, ou virus adéno-associé [AAV])),
I'expression du géne étant régulée par un promo-
teur.

Dans la TG ex vivo, laquelle associe thérapie cellu-
laire et thérapie génique proprement dites, des cel-
lules du patient sont prélevées, exposées au vecteur
viral, puis réinjectées au patient, alors que dans les
TG in vivo, le vecteur viral est directement admi-
nistré par voie sanguine générale (administration
systemique) ou loco-régionale. Travailler ex vivo
permet de mieux contréler les étapes, d’utiliser
moins de vecteurs et d’éviter les effets dits « off
target » (atteinte d’organes non ciblés du fait de la
dispersion potentielle du traitement). Cette solution
est la plus souvent utilisée pour le traitement des
maladies hématologiques, car il est possible de pre-
lever les cellules a corriger par une simple prise de
sang. La TG in vivo est quant a elle utilisée actuel-
lement pour des pathologies musculaires, respira-
toires, oculaires, ou neurologiques. Dans le cas de
la DMD, I'administration in vivo permet ainsi poten-
tiellement le traitement simultané des muscles sque-
lettiques, du muscle cardiaque, et du diaphragme [1].
Un élément critique dans le processus de TG est le
vecteur lui-méme. Les vecteurs lentiviraux et les

AAV ont progressivement remplacé les vecteurs
adénoviraux et gamma-rétroviraux initialement uti-
lisés lesquels exposaient a d’'importantes réactions
immunitaires. Les AAV recombinants sont dits non
intégratifs, c’est-a-dire que le transgéne pénétre
jusqu’au noyau cellulaire cible mais sans s’intégrer
dans le génome (il persiste donc dans le noyau sous
forme d’épisome). Ceci limite le risque de survenue
d’éventuels cancers post-TG liés a 'intégration acci-
dentelle du transgéne a proximité d’oncogénes. A
contrario, on risque de voir apparaitre une «dilu-
tion » du transgéne au cours des mitoses du fait de
son caractere épisomal.

L'utilisation des AAV est également limitée par le
fait que les patients peuvent avoir été en contact
préalable avec un AAV «sauvage » d'un sérotype
donne, avec comme conséquence la production
d’anticorps neutralisants anti-AAV. Cette immuni-
sation acquise rend par définition toute tentative de
TG inopérante. La prévalence relative des différents
anticorps anti-AAV dans la population des garcons
atteints de DMD peut donc impacter le choix du
vecteur parmi les trois les plus utilisés qui sont
I'AAV9, 'AAVS et le rh74, ce dernier étant séro-
typiquement proche de 'AAVS [2].

L’autre limitation du recours aux AAV réside dans
la taille extréme du géne DMD codant la dystro-
phine. Ce géne dont la partie codante (11,2 kilo-
bases) pouvait étre contenue en entier dans un adé-
novirus ne peut I'étre dans un AAV dont la capacité
de stockage est bien moindre (4,7 kilobases environ).
Le géne DMD est divisé en quatre domaines (N-ter-
minal, central/rod, riche en cystéine et C-terminal).
Le domaine central est sous-divisé en 24 répétitions
spectrine et 4 charniéres. L'utilisation de vecteurs
non-viraux de type plasmide pourrait lever I'obstacle
de la taille du géne DMD a l'avenir. Dans I'attente,
il savére donc nécessaire de bien «choisir» les
domaines du gene DMD capables de générer une
mini- ou une micro-dystrophine (Figure 1). Le terme
de mini-dystrophine renvoie aux montages conte-
nant des séquences codant un domaine C-terminal
complet aboutissant & un transgéne de 6 a
8 kb. L’administration de ces mini-dystrophines
requiert 'utilisation concomitante de deux AAVs.
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Structure des micro et mini-dystrophines (d’apres [3]).
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A. Isoformes naturelles. Les transcrits Dp427 ont 3 isoformes dans le cerveau Dp427(B), le muscle Dp427(M) et les cellules de Purkinje
Dp427(P). Des isoformes plus courtes sont produites dans la rétine (Dp260), le cerveau et le rein (Dp140), les cellules de Schwann (Dp116).

B. Structure des mini- et micro-dystrophines.

Les transgénes produisant les micro-dystrophines ne
mesurent quant a eux que 3,5 a 4 kb, et ne codent
pas un domaine C-terminal complet, ce qui aboutit
a la production d’une protéine mesurant environ un
tiers de la taille normale [4]. Elles peuvent donc étre
administrées avec un AAV unique.

Le choix des domaines du géne DMD retenus dans
la constitution de ces mini-/micro-dystrophines est

basé sur leur réle physiologique respectif. Les
domaines en charge de l'interaction avec le cytosque-
lette et de la production de radicaux libres dans le
sarcolemme sont nécessaires a l'obtention d'une
récupération  fonctionnelle.  L’intégration d’'un
nombre pair de répétitions spectrine pourrait amé-
liorer le fonctionnement du domaine central [5], mais
l'augmentation & 5 domaines majore la taille du
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transgéne de maniére significative. De méme,
l'intérét d’intégrer ou pas la charniére 3 n’a pas
encore été tranche, alors qu’il a été clairement
démontré qu'’il valait mieux exclure la charniére 2 [6].
Au-dela du vecteur et de la composition du trans-
géne, le choix du promoteur est également un cri-
tere majeur d’efficacité et de sécurité. C’est ainsi
qu'un promoteur spécifique du muscle (de type
CK8, MHCK7, miniMCK, ou SPc5-12) est systé-
matiquement choisi pour limiter les possibles effets
dits « off-target » [7].

Modéles animaux

Avant leur passage chez 'homme, les mini-/micro-
dystrophines ont d’abord été évaluées a l'aide de
modéles animaux. Un transgéne de type micro-dys-
trophine a ainsi montré une amélioration de la force
musculaire et de la fonction cardiaque chez la souris
et le chien, les sérotypes utilisés étant les AAV6, 8
et 9. En 2017, une avancée majeure est obtenue
lorsqu’une équipe francaise démontre une efficacité
tangible chez le golden retriever, le modéle chien
de la DMD, aprés administration locorégionale ou
systémique, médiée par un vecteur rAAV2/8, d’'une
micro-dystrophine canine. Cette expérimentation
réalisée sur douze chiens a confirmé une restaura-
tion de I'expression de la micro-dystrophine et s’est
accompagné d’'une amélioration des éléments dys-
trophiques observés sur biopsie musculaire. De sur-
croit, cet effet s’était maintenu pendant plus de deux
ans, sans toxicité ni conséquences immunitaires
indésirables [8].

Des expérimentations complémentaires sont en
cours pour tenter d’obtenir une meilleure expression
de la micro-dystrophine, notamment en condition
de modulation immunitaire [9]. Une amélioration du
transgéne est également visée. Il semble que les
micro-dystrophines comportant des domaines de
type spectrine R16-R17 (domaines impliqués dans
la liaison avec le régulateur du métabolisme cellu-
laire via 'oxyde nitrique synthase), pourraient avoir
des avantages thérapeutiques supplémentaires [10].

Essais thérapeutiques en cours

La preuves d’innocuité et d’efficacité obtenues dans
des modéles animaux ont permis le passage a
I’homme et donc la mise en route de plusieurs essais
cliniques. De nombreux essais a base de mini-/micro-
dystrophines ont été menés et/ou sont encore
en cours [11] respectivement par les laboratoires
Pfizer (PF-06939926, NCT03362502), Sarepta-
Therapeutics (NCT03375164, NCT03769116),
Solid Biosciences (NCT03368742), avec utilisation
de sérotypes AAV9 ou AAVrh74 a des doses élevées
de vecteurs (allant de 1x10' & 3x10 copies de

génome viral/kg ou vg/kg) [12] et enfin Généthon.
L’essai récent mené par les équipes de Généthon uti-
lise une dose un log plus faible (10*3). Les principales
caractéristiques de ces essais sont résumées dans le
Tableau I.

Concernant l'essai conduit par Sarepta, le choix
retenu pour le vecteur AAV a été celui du sérotype
rh74. Ce sérotype est peu rencontré a I'état naturel
chez les patients atteints de DMD. 1l induirait une
réponse immunitaire moindre et a prouvé son inno-
cuitée lors des études précliniques a doses crois-
santes [10]. La dose minimale efficace validée dans
le modéle de souris mdx a été de 2x10' vg/kg. La
premiére étude de phase I chez 'homme a consisté
en une injection unique chez quatre patients a cette
dose d’AAVrh74-MHCK7-coDR4-R23DCT (SRP-
9001). Les premiers résultats sont encourageants en
termes de sécurité, avec une toxicité hépatique tran-
sitoire et résolutive sous glucocorticoides, ainsi
qu'une réaction immunitaire indésirable modérée.
La micro-dystrophine était fortement exprimée
(81,2 % des fibres musculaires) au niveau du biceps
brachial [13]. Bien qu'une amélioration clinique
significative de 2,2 a 7 points sur I'échelle fonction-
nelle North Star Ambulatory Assessment (NSAA) ait
été observée, tout comme une baisse du taux sérique
des CPK, l'efficacité de ce transgéne reste a demon-
trer auprés d’un échantillon plus large de patients,
sur une période d’évaluation prolongée, et en
comparaison a une cohorte de patients non traités
(histoire naturelle). Une deuxiéme étude de phase I
(NCT04626674) est en cours auprés de 20 patients,
avec pour objectif d’évaluer I'expression de la micro-
dystrophine, douze semaines aprés I'injection. Un
essai de phase Il randomiseé, contrélé versus placebo
(SRP-9001, Sarepta) est également en cours aux
Etats-Unis, auprés de 41 garcons agés de 4 a 7 ans
(NCT03769116). Les résultats a 48 semaines n’ont
pas permis de détecter de différence significative
entre les deux groupes, malgré une ré-expression de
la dystrophine sur la biopsie musculaire. Les garcons
traites par TG ont ainsi eu une amélioration
moyenne de 1,7 point de l'échelle fonctionnelle
NSAA contre 0,9 point dans le groupe placebo. Le
promoteur de I'étude a mis en avant, pour expliquer
ce résultat décevant, un biais de randomisation avec
une séveérité clinique plus marquée a I'inclusion dans
le groupe traité. Une étude pré-spécifiée limitée aux
enfants de 4 et 5 ans a par ailleurs détecté une dif-
férence significative (+4,3 de I'échelle NSAA dans le
groupe traité contre +1,9 dans le groupe placebo),
qui ameéne le laboratoire Sarepta a réflechir a une
poursuite éventuelle de I'étude avec adaptation du
protocole. Des sites cliniques seront potentiellement
ouverts en Europe en 2021 dans ce contexte.
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Tableaul

Principales
caractéristiques des essais
thérapeutiques en cours.
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Population Periode
Nom de I’essai Molécule Promoteur Phase (4 PO Localisation (début-fin
DMD éligible .
estimée)
SRP-9001 AAVrh74.MCK.micro-dystro- | Sarepta- N=4 e T 3
NCT03375164 | phine Therapeutics /1 (3 mois-7 ans) Etats-Unis 2018-2023
SRP-9001 AAVrh74.MCK.micro-dystro- | Sarepta- N=41 e T 3
NCT03769116 | phine Therapeutics I (4a7ans) Etats-Unis 2018-2026
PF-06939926 . . . N=30 . .
NCT03362502 AAV9.CK.micro-dystrophine | Pfizer Ib (4312 ans) Etats-Unis 2018-2026
Canada,
Corée,
PF-06939926 S . . N=99 Espagne, .
NCT04281485 AAV9.CK.micro-dystrophine | Pfizer I (5312ans) USA, France, 2020-2027
Israél, Italie,
Japon, Russie
SGT-001 . . Solid N=16 - .
NCT03368742 AAV9.CK8.micro-dystrophine Biosciences I/1 (4317 ans) Etats-Unis 2017-2027
N=9
Généthon Eje;c;laclile.sdzz Etats-Unis,
GNT-016 AAVS8.micro-dystrophine Sarepta- I/1/11 ( has: ! France, Israél, |2020-2028
Therapeutics P Royaume-Uni
pivotale)
(5-10 ans)

Le laboratoire Pfizer méne actuellement deux essais
de phase [ et de phase IIl. L'essai de phase I a pour
but de déterminer la dose optimale, I'innocuité et la
tolerance d’'une perfusion intraveineuse de PF-
06939926 (une mini-dystrophine médiée par
AAV9 et désormais déenommée fordadistrogene
movaparvovec) chez de 30 patients DMD ambula-
toires et non ambulatoires (NCT03362502). 1l est a
noter que deux patients injectés ont présenté une
toxicité rénale de type syndrome hémolytique et uré-
mique atypique [14], appelée aussi microangiopa-
thie thrombotique aigué (ou MAT). CIFFREO, un
essai de phase Ill multicentrique (55 centres estimés,
dans 15 pays, 2 centres potentiels en France), ran-
domisé, en double aveugle, contre placebo, est en
place depuis 6 mois pour évaluer lefficacitée et
I'innocuité du méme vecteur PF-06939926. Au
total, quatre-vingt-dix-neuf garcons atteints de
DMD, agés entre 4 et 7 ans (inclusif) et capables de
marcher, seront recrutés. Deux tiers recevront la TG
a la semaine 1, et un tiers recevra initialement le
placebo, puis la TG a la semaine 52. L objectif prin-
cipal de I'étude est la modification de la NSAA a
52 semaines par rapport aux chiffres a I'inclusion.
Les patients seront suivis pendant cing ans aprés
I'administration du vecteur.

Un troisiéme essai, de phase I/11, utilisant une micro-
dystrophine véhiculée par un vecteur AAV9 (SGT-
001) élaborée par le laboratoire Solid Bioscience, a
été interrompu durant plusieurs mois pour cause de
sécuritée (NCT03368742, essai IGNITE DMD). Une
activation du complément, telle qu’observée dans

I'essai de Pfizer, est en effet survenue chez
2 patients. L’agence ameéricaine du meédicament
(FDA) a autorisé la reprise de I'essai en octobre
2020, suite a la démonstration par le laboratoire
d’une réduction de la charge virale totale par élimi-
nation de la majorité des capsides vides.

Une quatriéme série d’essais, comprenant une asso-
ciation de phase I/1I puis phase I, vient de débuter,
initiee par Généthon (GNT), en collaboration avec
Sarepta, avec un transgéne micro-dystrophine
meédié par un vecteur AAVS8. Une histoire naturelle
(etude GNTO014) a été mise préalablement en place
durant 3 a 36 mois, suivie, pour les garcons répon-
dant aux critéres d’inclusion, d’'une phase d’essai
thérapeutique. Cet essai (étude GNT016) comporte
en premier lieu une phase I/l d’escalade de dose
destinée a déterminer la dose optimale. Suivra
ensuite une phase Ill, multicentrique, randomisée
contre placebo, avec inclusion de 42 patients
(NCT03882827) dont 21 recevront la TG a la
semaine 1, et 21 ala semaine 52. La premiére injec-
tion a eu lieu en avril 2021. Sept centres seront
ouverts en France, au Royaume-Uni, aux Etats-Unis
et en Israél.

Limitations et effets indésirables
potentiels de la TG dans la DMD

Le transfert de mini-/micro-dystrophines est arrivé
au stade de la recherche clinique et suscite légitime-
ment de grands espoirs. Cet enthousiasme ne doit
néanmoins pas faire oublier les trois limitations
majeures de cette technique. Comme évoqué
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antérieurement, la capacité d’encapsidation des
AAV ne permet pas d’introduire un géne DMD
complet et permet donc difficilement d’envisager
une stabilisation compléte du phénotype. Deuxié-
mement, les patients déja immunisés contre des
AAV donnés ne sont pas éligibles a ce type de thé-
rapie. L’apparition d’anticorps suite a I'administra-
tion de la TG ne permettra pas chez les garcons
traités une « ré-administration ». Cette « ré-adminis-
tration » pourrait pourtant s’avérer nécessaire en cas
d’épuisement de I'effet du transgéne thérapeutique
au-dela d’un délai encore difficile a prédire (8 a 10
ans ?). Plusieurs équipes de recherche travaillent
activement sur le sujet pour contourner cet obstacle
conceptuel.

Enfin, la TG expose a un risque de réaction immu-
nitaire pathologique, consistant d’une part en une
activation du complément et d’autre part en une
réponse cellulaire, toutes deux ayant parfois des
conséquences dramatiques.

Activation du complément

Le complément est une cascade protéolytique
constituée d’'une trentaine de protéines solubles ou
membranaires responsable de la détection et la des-
truction des pathogénes. Le complément comprend
trois voies (voie classique, voie liée a la lectine, et
voie alterne) qui convergent vers le clivage du
composé C3. Une activation du complément peut
donc survenir aprés infection par 'AAV, comme
apres toute infection virale.

L’activation du complément améne dans les stades
précoces a la libération des anaphylatoxines C3a et
Cba, et de cytokines (interleukine 1 et TNF). Diffe-
rents composants du complément ayant la capacité
de se fixer sur les récepteurs plaquettaires et/ou
interagissant avec des facteurs de coagulation, une
activation des plaquettes et de la coagulation se
déclenche secondairement, avec effet d’auto entre-
tien d’un systéme activé sur l'autre, créant une
boucle d’amplification déléteére [15].

Ceci engendre une microangiopathie thrombotique,
c’est-a-dire un tableau associant une thrombopénie
non auto-immune, une anémie hémolytique, et une
atteinte d’organe [16]. Si l'activation du complé-
ment est généralisée, une deéfaillance touchant plu-
sieurs organes et/ou une coagulation intravasculaire
disséminée peuvent survenir. L’atteinte sera néan-
moins le plus souvent limitée a un organe, préféren-
tiellement le rein, avec un tableau de syndrome
hémolytique et urémique atypique (@SHU) [17]. La
survenue d’aSHU a été rapportée récemment chez
trois enfants ayant recu une thérapie génique par
onasemnogene abeparvovec (Zolgensma®) dans le
cadre du traitement de l'amyotrophie spinale

infantile de type 1 [18]. Le méme type de compli-
cation est survenu, tel qu'évoqué antérieurement,
dans 'essai micro-dystrophine mené par le labora-
toire Solid. La survenue d'un aSHU reste imprévi-
sible et peut avoir des conséquences dramatiques
méme si un traitement a base d’éculizumab pourrait
permettre d’enrayer I'emballement immunitaire.
L’effet indésirable semble étre dose-dépendant [12].
Ceci pourrait limiter la réalisation d'une TG chez les
patients au-dessus d'un certain poids, et Solid a
décidé de restreindre I'administration aux garcons
pesant moins de 18 kg une fois la reprise de I'essai
autorisée par la FDA.

Réponse cellulaire

Au-dela de I'activation du complément, I'introduc-
tion d'un AAV dans I'organisme peut déclencher
une réaction immune cellulaire [16]. Ceci a été bien
documenté dans des essais de TG pour I'hémo-
philie [20] et pourrait expliquer I'échec du premier
essai clinique sur la mini-dystrophine durant lequel
les patients traités avaient produit des cellules T spé-
cifiques contre la mini-dystrophine alors que la pro-
téine elle-méme n’était pas exprimée [21].

La corticothérapie prescrite dans les semaines sui-
vant la TG a pour objectif de maitriser cette immu-
notoxicité, et permet également de diminuer la réac-
tion hépatique liée au tropisme préférentiel pour le
foie des vecteurs viraux utilisés.

En conclusion

La thérapie génique par mini/micro-dystrophine est
une des approches thérapeutiques les plus promet-
teuses chez les patients présentant une DMD. Les
essais thérapeutiques en cours et a venir permet-
tront d’établir I'efficacité de la transduction obtenue,
de déterminer la meilleure composition possible du
transgéne, de prouver I'impact clinique de la pro-
téine produite, et d’évaluer la sécurité de ces procé-
dures.

Micro/mini-dystrophins and Duchenne muscular
dystrophy: between hopes and challenges
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