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I- Les maladies musculaires concernées
Maladies neuromusculaires?
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I- Les maladies musculaires concernées
\ Myopathies?

Dystrophies musculaires

Myopathies congénitales
Canalopathies
Syndromes myotoniques

Myopathies métaboliques
L——» Maladie de Pompe enzymothérapie substitutive




I- Les maladies musculaires concernées
Dystrophies musculaires?

I- Les maladies musculaires concernées
Dystrophies musculaires?

Dystrophinopathies (DMD, BMD)
>
DM FacioScapuloHumérale (FSHD)




I- Les maladies musculaires concernées  Dystrophies musculaires

Classification selon mode de transmission et base moléculaire

[
Dystrophie facio-scapulo-humérale FSHD ? 4935
Dystrophie musculaire des ceintures — LGMD 1...
LGMD 1A Myotiline 5031-g33
LGMD 1B Lamine A/C 1g911-g21
LGMD 1C Caveoline 3 3p25
Myopathie de Bethlem Collagéne VI 21q et 2q
K #,
DM de Duchenne (DMD) & Becker (BMD) Dystrophine Xp21
Dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss (EDMD) Emerin e Xg28
B
Dystrophie musculaire des ceintures — LGMD 2...
LGMD 2A Calpaine 3 15q15
LGMD 2B Dysferline 2p
LGMD 2C, 2D, 2E, 2F g, a, b, d —sarcoglycanes
LGMD 2G Telethonine 17911
LGMD 2H TRIM32 9931-33
LGMD 2I FKRP 19913.3
DM d’Emery-Dreifuss Lamine AIC 1q11-g23
DM + epidermolyse bulleuse Plectine 80924

I- Les maladies musculaires concernées  Dystrophies musculaires

Classification selon la  distribution de I'atteinte musculaire

DMD / BMD

—~mery-Dreifuss
Ceintures
FSH

D 'aprés EMJ 1998, 317, 991-995 LGMD Distal




I- Les maladies musculaires concernées  Dystrophies musculaires

Principales manifestations cliniques

Variable dans sa topographie et son importance
Faiblesse musculaire
Fatigabilité musculaire
Douleurs musculaires

Insuffisance Troubles de F'autonomie motrice Troubles orthopédiques

. } . Marche, LN
respiratoire restrictive . - Rachis, pieds, ...
Gestes vie quotidienne, . .
Rétractions, ...

Mimique,...

e R T

I- Les maladies musculaires concernées
\ Dystrophinopathies?

Récessives liées a I'X
Geéne DMD Xp21 =2,25 Mpb  protéine Dystrophine

Dystrophine présente dans 3 principaux tissus
Muscle squelettigueno——————— Syndrome myopathique

Ceoeur I Cardiomyopathie
Cerveau . Troubl_es cognitifs
F————— autres signes centraux

Syndrome myopathique
Cadre de lecture respectée: présence d’'une dystroph  ine +/- fctelle
Formes frustres BMD
Perte du cadre de lecture: absence de dystrophine DMD

En fonction du site de la mutation Formes frustres BMD DMD




I- Les maladies musculaires concernées
Dystrophie musculaire de Duchenne?
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lI- Prise en charge actuelle

Multidisciplinaire Traitements ?

Neurologique ——— Pharmacologie, enzymothérapie
Génétique ———» Thérapies géniques et cellulaires?
Orthopédique —_— Kiné, Appareillages, Chirurgie
Respiratoire ———»  Désencombrement, ventilation
Cardiologique =~ —— IEC, défibrillateur, transplantation
Nutritionnelle

Educative

Psychologique

Information —_— SRAI - AFM

http://www.afm-france.org




lI- Prise en charge actuelle
Wments proprement dit ?
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[lI- Thérapies géniques
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Romero et al. Hum. Gene Ther . 15: 1065-1076 (2004)
Phase | study of dystrophin plasmid-based gene ther apy in Duchenne/Beckermuscular
Institut de Myologie, INSERM U582, CHU Pitié-Salpét riere, 75013 Paris, France.

Plasmide dystrophine

Positive control (| jopsy D+21  -60 | Blank
mdx i

Patient R.R.

« 3 semaines apres I'administration de plasmide parv  oie IM:
- vecteur : 9/9 patients
- dystrophine (IF & RT-PCR): 6/9 patients — de 6 a 26%

» Excellente tolérance (y-compris immunologique)

[lI- Thérapies géniques

/ # 0

Thérapie par saut d’exon, principe :

A

DD deletion at exon 50

b Intron 49750 ¢ &> Intron 51 & PreamRMNA

Splicing “~.

W Out-of-frame mRNA

-

No dystrophin

Pre-mRM& Rattrapage du
iing cadre de lecture
Splicing - R re de
S it apres épissage

EMD-like dvstrophin




[lI- Thérapies géniques

/ # 0

Thérapie par saut d’exon, différentes stratégies :

Vecteur AAV - snRNA U7 (Séquense antisens liée a un petit ARN
nucléaire)

Oligonucléotides antisens (AON):
ARN de synthése PRO051

Morpholinos (les bases sont associées a des résidus morpholine
non reconnus par les nucléases)

[lI- Thérapies géniques

/ # 0

Thérapie par saut d’exon, Vecteur AAV - snRNA U7 :

Equipe de Luis Garcia

Vecteur AAV
Tres efficace pour la transduction des cellules mus culaires
Pobléme de la réaction immunitaire aprés plusieurs injections

Injection intra-artérielle chez la souris mdx (muta  tion exon 23)
restauration de I'expression de la dystrophine + pr otéines associées
restauration de I'intégrité membranaire
récupération d’'une résistance a I'effort normal

Résultats similaires chez le chien GRMD

40% des patients DMD seraient concernés
traitement & la carte
transformation d’'un DMD en BMD avec expression d'un e quasi-dystrophine




[lI- Thérapies géniques

Saut d’exon
Quasi-dystrophine aprées
administration intra-vasculaire
d’un AAV-U7 chez la souris mdx
mice et le chien GRMD

Goyenvalle A et al. Science 2004;306:1796-9

Confocal micrographs of transverse sections (8um) o f tibialis anterior muscles of
mdx , 1 month after treatment (untreated mouse upper-ri  ght),immunostained for
dystrophin (Ab-Dys2 - red). Nuclei are counterstaine  d with Dapi (blue).

[lI- Thérapies géniques

/ # 0

Thérapie par saut d’exon, AON, ARN de synthese PRO0O 51:

The NEW ENGLAND JOURNAL ef MEDICINE

“ ORIGINAL ARTICLE ”

Local Dystrophin Restoration
with Antisense Oligonucleotide PRO051

‘ nneke A. Janson, B.S., leke B. Ginjaar, Ph.D.,
ctrd . armkhaizen, B.S., Annemieke Aartsma-Rus, Ph.D.,
Mattie Bremmer-Bout, B.S., Johan T. den Dunnen, Ph.D., Klaas Koop, M.D.,
Anneke ]. van der Kooi, M.D., Ph.D., Nathalie M. Goemans, M.D., Ph.D.,
Sjef ). de Kimpe, Ph.D., Peter F. Ekhart, M.Sc., Edna H. Venneker, M.D.,
Gerard J. Platenburg, M.Sc., Jan J. Verschuuren, M.D., Ph.D.,
and Gert-Jan B. van Ommen, Ph.D.




[lI- Thérapies géniques

/ # 0

Thérapie par saut d’exon, AON, ARN de synthese PRO0O 51:
- ler essai clinique de phase 1

« Ciblé pour le saut de I'exon 51 18% des DMD

PRC0S51
o —-
[mtron 4850 Intron 51 F‘re-mRN.ﬁ.

Splicing s -

BMD-like dystrophin

4 enfants DMD de 10 a 13 ans
Biopsies 4 semaines apres injection dans
le tibialis antérieur
activité de PRO051
Dystrophine présente en IF & WB

Patient 1 Patient 2

Nouvel essai avec injection systémique en
cours

Patient 3 Patient 4




[lI- Thérapies géniques
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fonctionnelle

[lI- Thérapies géniques
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Barton-Davis ER et al. J Clin Invest 1999;104:375-8 1
9# <

Wagner KR et al. Ann Neurol 2001;49:706-11
Politano L et al. Acta Myol. 2003;22:15-21




[lI- Thérapies géniques

/ # 0
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(3-[5-(2-fluorophenyl)-[1,2,4]oxadiazol-3-yl)benzoi ¢ acid

Traitement par PTC124 chez la souris déficiente en  dystrophine

Essai clinique multicentrique de phase I/Il en cours




IV- Thérapies cellulaires
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V- Theraples cellulaires
leferentes sources de cellules souches myogéniques
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IV- Thérapies cellulaires
Différent types de cellules souches myogéniques
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IV- Thérapies cellulaires
Différents mécanismes de régénération musculaire
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IV- Thérapies cellulaires

Nécessité d’un muscle en régénérat}n Certaines formes de

<

dystrophies musculaires

Muscle sans trop de fibrose Le plus t6t possible

Masse du tissu a traiter
}—> Voie intra vasculaire
Large distribution du tissu a traiter

Structure du muscle squelettique
densité de la matrice extracellulaire
tissu hautement différencié qui posseée

}_y Qualité des cell. sélectionnées
son propre systeme de régénération

Source cellulaire facile & obtenir——  Tissus hématopoiétiques

IV- Thérapies cellulaires
Myoblastes & Muscle-derived stem cells
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Skuk et al., J Neuropathol Exp Neurol, 65, 2006, 371-386.

Test sur un nouveau protocole d'allotransplantation de
cellules progénitrices musculaires normales (MPC) chez des patients
atteints de la Dystrophie musculaire de Duchenne (DMD).

Protocole : Les cellules saines sont obtenues a partir de biopsies
provenant d'un des parents et furent implantées (sur 0,25 ou 1 cm3) de leur
Tibialis antérior chez 9 Patients DMD.

* Les injections furent effectuées tous les mm , et des injections salines
furent réalisées sur le muscle controlateral;

* Les patients furent traités par du tacrolimus (immunosuppresseur ).

* Les biopsies musculaires des sites injectés furent réalisées
4 semaines apres .

Hybridation in situ (FISH) ‘

La dystrophine _est
détectée en rouge

Les noyaux_en bleu

Un noyau
se traduit par 2 points vert

a P noyau périphérique
b P> noyau cellule satellite

Skuk et al., J Neuropathol Exp Neurol, 65, 2006, 371-386.




IV- Thérapies cellulaires
Mesoangioblast: small vessels-derived stem cells
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IV- Thérapies cellulaires
Mesoangioblast: small vessels-derived stem cells

Chien GRMD — Modeéle DMD




IV- Thérapies cellulaires
Mman circulating AC133 (CD133)
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IV- Thérapies cellulaires
CD133 + SET (Saut d’exon Thérapeutigue)

Benchaouir et al., Cell Stem Cell. 2007

Cellules CD133 DMD +

Injection IM ou IA chez souris scid/mdx




Immunomarquage NCL Dys 3 = exon 8-11, aa 321-494

Section de tibialis anterieur de
souris scid/mdx de 3 semaines

Injectée avec CD133 sanguine
Transduites d'un patient D49-51

Section de tibialis anterieur de
souris scid/mdx de 6 semaines

Injectée avec CD133 sanguine
Transduites d’un patient D49-51

Aprés six semaines : 2 fois plus de cellules dystrophine positives

Immunomarquage NCL Dys 3 = exon 8-11, aa 321-494

Section de tibialis anterieur de
souris scid/mdx de 3 semaines
Injectée avec CD133 musculaire
Transduites d’un patient D49-51

Section de tibialis anterieur de
souris scid/mdx de 6 semaines
Injectée avec CD133 musculaire
Transduites d’un patient D49-51

Aprés six semaines : 4 fois plus de cellules dystrophine positives




Localisation des cellules CD133+ gréffées

Lame basale des cellules musculaires dystrophine + en magenta
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Immuno-marquage Immuno-Marquage
des noyaux humains des cellules satellites
Lamine A/C Cadhérine

|:> Position satellite des cellules CD133+

Traitements et Essais en cours dans les Maladies Neuromusculaires




