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>La maladie de Huntington est une maladie
neurodégénérative rare causée par une expansion
pathologique de triplets CAG sur le premier
exon du géne codant pour la huntingtine (HTT).
La formation d’agrégats de HTT ainsi qu’une
modification pathologique de la fonction de la
protéine, sont a I'origine de symptomes moteurs,
cognitifs et psychiatriques causant la mort du
patient en 15 a 20 ans. Il n’existe actuellement
aucun traitement de la maladie de Huntington.

Des études expérimentales de stratégies

médicamenteuses, cellulaires et géniques sont
en développement ou en essai clinique. Parmi
celles-ci, les approches basées sur le blocage
de I"expression de la HTT mutée par des petites
séquences d’acides nucléiques non codants
montrent d’importants bénéfices thérapeutiques
dans des modeles expérimentaux de la maladie. <

La maladie de Huntington (MH) est une maladie neuro-
dégénérative de transmission autosomique dominante
affectant 5-7/100 000 personnes dans le monde [1]. Il
y a 20 ans, les progres en biologie moléculaire, et plus
particulierement les prémisses du séquencage d’ADN,
ont permis d’identifier I'anomalie génétique a I’origine
de cette maladie [2]. Celle-ci, localisée sur le premier
exon du géne codant pour la huntingtine (HTT), est
caractérisée par une expansion pathologique de triplets
CAG codant pour la glutamine [39]. Cette répétition
CAG est présente chez tous les humains, mais sa taille
différe entre les sujets sains et les patients atteints de
la maladie. Si le nombre des répétitions est supérieur a
39, la protéine adopte une conformation anormale qui
entraine "apparition de la maladie.

Malgré I’expression de la HTT mutée (mHTT) deés les
premiers stades développementaux, les premiers symp-
tomes de la maladie de Huntington ne se déclarent qu’a
I’Gge adulte. La symptomatologie est assez complexe,
mais les principaux déficits observés sont moteurs,
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principalement caractérisés par des mouvements choréiques [3]. Les
symptomes s’aggravent avec I’avancée de la pathologie pour atteindre
ensuite les spheres psychiatrique et cognitive. La mHTT confére une
vulnérabilité sélective aux neurones épineux de taille moyenne (MSN,
voir Glossaire) du striatum, une région cérébrale interne des ganglions
de la base [4]. Ces neurones sont les premiers a dégénérer dans la
maladie, mais I’effet de la mHTT s’étend ensuite a d’autres régions du
cerveau. Les mécanismes précis causant la dégénérescence sélective
des neurones épineux de taille moyenne du striatum n’ont pas été
totalement élucidés. La HTT saine est impliquée dans la régulation de
nombreuses fonctions cellulaires, allant du métabolisme énergétique
a la régulation de la transcription du génome. L’expansion de polyglu-
tamine modifie la structure tridimensionnelle de la HTT, lui conférant
de nouvelles propriétés toxiques (gain de fonctions pathologiques),
et altérant partiellement certaines de ses fonctions normales (perte
partielle de fonctions). Une des conséquences est I’apparition d’inclu-
sions nucléaires ou neuritiques, marqueur typique de la pathologie,
bien que la contribution de ces agrégats de HTT a la maladie reste
controversée. Dans les stades précoces, la mHTT induit principalement
des dysfonctionnements cellulaires majeurs, mais réversibles. Un trai-
tement réduisant I'impact de la mHTT dans les premiers stades de la
maladie permettrait donc de stopper la progression de cette derniére,
mais aussi d’induire une récupération fonctionnelle.

Les médicaments actuellement disponibles pour traiter la maladie de
Huntington agissent sur les symptomes. Ces molécules vont des psycho-
tropes généraux a des traitements plus ciblés. La tétrabénazine est, par
exemple, utilisée pour son efficacité sur les symptdmes moteurs [5].
Cependant, cette maladie reste incurable et la mort survient environ 15
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GLOSSAIRE

ARN interférence (ARNi) : principe par lequel des petits ARN non
codants bloquent I’expression d’un géne en dégradant son ARN messa-
ger en utilisant la machinerie cellulaire des microARN.

Barriere hémato-encéphalique (BHE) : barriére physiologique présente
chez tous les vertébrés au niveau des vaisseaux sanguins permettant
une séparation physique entre le systéme nerveux central et la circula-
tion sanguine. La BHE permet de filtrer les molécules et cellules entrant
dans le cerveau afin de protéger les neurones de la périphérie.
Complexe RISC (RNA-induced silencing complex) : complexe de pro-
téines impliquées dans la machinerie des miARN. RISC reconnait et
incorpore les miARN, ce qui permet I’hybridation entre le miARN et
I’ARNm cible. Suite a cette liaison, RISC induit la dégradation de ’ARNm
ou bloque sa traduction. Le complexe RISC est également impliqué dans
le fonctionnement des siARN et des shARN.

MicroARN (miARN) : petits ARN non codants endogenes de 20 nucléo-
tides impliqués dans la régulation fine de I’expression des genes. Les
miARN sont d’abord reconnus et chargés dans un complexe protéique, le
RNA-induced silencing complex (RISC), pour ensuite s’hybrider dans la
région 3’ non traduite des genes cibles, afin d’induire leur dégradation
ou le blocage de la traduction.

Neurone épineux de taille moyenne (MSN, medium-spiny neurons) :
principal type de neurones (90-95 %) présent dans le striatum des
mammiferes. Les MSN présentent un soma de 20-25 pm avec des den-
drites épineuses de 200 a 400 pm recevant des afférences principale-
ment corticales et nigrales, et un axone de 200 a 400 pm projetant vers
le globus pallidus et la substance noire réticulée chez les rongeurs. Les
MSN sont impliqués dans la régulation fine de la coordination motrice.
Off-target silencing : effet secondaire du silencing di a la reconnais-
sance et la dégradation par la séquence nucléique d’un ARNm non ciblé.
Single nucleotide polymorphism (SNP) : variations d’un nucléotide entre
deux alleles d’un méme gene permettant une discrimination allélique.

a 20 ans apres I'apparition des premiers signes. Le développement et la
validation de stratégies thérapeutiques permettant de ralentir I’évolu-
tion de la pathologie restent un défi. Des approches neuroprotectrices
basées sur la modulation de certaines voies intracellulaires par des
molécules chimiques, par 'expression de facteurs trophiques ou par la
transplantation de cellules embryonnaires [40], ont été développées
ou sont actuellement en essais cliniques chez les patients [6-8]. Une
stratégie particulierement attractive pour le traitement de cette mala-
die héréditaire est basée sur le blocage de I'expression de la mHTT qui
permettrait, en principe, de stopper la progression de la pathologie.

Acides nucléiques non codants pour le gene silencing

Uapproche thérapeutique de gene silencing est basée sur le transfert,
dans la cellule, d’une petite séquence d’acides nucléiques synthétique
(12-25 nucléotides d’ADN ou d’ARN simple- ou double-brins) capable
de reconnaftre un ARNm cible pour induire sa dégradation et, ainsi,
bloquer la synthese de la protéine correspondante. Deux approches
de gene silencing ont été développées : I'une est basée sur la dégra-
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dation de I’ARNm par une RNAse endogene (antisense
oligonucleotide [ASO, allele-specific oligonucleotide]),
et 'autre sur ’ARN interférence (small-interfering RNA
[siARN] et small-hairpin RNA [shARN]).

Régulation de I’expression d’un géne par des acides
nucléiques non codants exogénes

+ Les ASO sont des petites séquences synthétiques
d’ADN simple brin de 12 a 25 nucléotides reconnais-
sant et liant un ARNm afin de moduler sa fonction
(Figure 1A) [91. Aprés hybridation de I’ASO, une enzyme
endogene, la RNAse H, induit le clivage du complexe
ADN-ARN, et entraine une dégradation de ’ensemble de
’ARNm. Des modifications chimiques ont été apportées
aux ASO afin d’augmenter leur demi-vie, et donc leur
efficacité [10]. Des modifications de la structure du
squelette ou des sucres présents dans les nucléotides
ont été testées. En particulier, les modifications de
squelette permettent d’augmenter la résistance des
ASO aux nucléases cellulaires, alors que les modifica-
tions au niveau des sucres améliorent I"affinité du brin
d’ADN pour ’ARNm cible. Cependant, ces changements
peuvent induire une résistance de I’ASO a la RNAse H et,
donc, modifier I’efficacité d’inactivation.

- Par opposition aux ASO, I’ARN interférence (ARNi)
utilise d’autres mécanismes pour induire le silencing
d’un géne. UARNi a été initialement découverte chez le
pétunia en 1986. Ce n’est qu’au début des années 2000
que Craig Melo et Andrew Fire ont démontré I'existence
d’ARNi chez les mammiferes ; ils ont regu le prix Nobel
de physiologie et de médecine en 2006 pour cette
découverte [41]. Uintérét thérapeutique des petits ARN
interférents a été rapidement reconnu et démontré avec
les siARN et les shARN.

Les siARN sont des petites séquences d’ARN simple
ou double brin d’environ 19-21 nucléotides ayant
une action proche de celle des microARN (Figure 1B)
[11]. Aprés leur introduction dans le cytoplasme de la
cellule, les siARN sont reconnus par le complexe RISC
(RNA-induced silencing complex) de la machinerie des
microARN, s’hybrident sur PARNm mature du géne cible
et induisent son clivage [42]. Tout comme les ASO, des
modifications chimiques des séquences de nucléotides
ont été testées afin d’augmenter la stabilité des molé-
cules sans modifier leur mécanisme d’action. Cepen-
dant, I’administration des ASO/siARN dans le systeme
nerveux central représente un défi majeur de par la pré-
sence de la barriére hémato-encéphalique (BHE) [38]
et de la membrane plasmique des cellules. De plus, pour
maintenir le bénéfice thérapeutique dans une patholo-
gie progressive comme |la maladie de Huntington, des
injections répétées seraient nécessaires.
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Afin d’obtenir une expression continue, des systemes basés sur des
shARN artificiels ont été développés. Dans ce cas, la cellule cible pro-
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Figure 1. Mécanismes d’action des ASO, des siARN et des
shARN. A. Les ASO pénetrent dans la cellule grdce a la semi-
perméabilité de la membrane plasmique. Une fois dans le cyto-
plasme, ils s’hybrident sur ’ARNm cible, ce qui active la RNAse
H endogeéne et permet la dégradation de "ARNm. B. L'entrée
des siARN simple- ou double-brins dans la cellule se fait de
la méme fagon que celle des ASO. Dans le cytoplasme, ils sont
incorporés dans le complexe RISC et peuvent alors reconnaftre
I’ARNm cible. La dégradation de I’ARNm est alors produite
grace au RISC. C. U'entrée des shARN seuls ou inclus dans un
miARN (miARN-shARN) se fait par I'interaction du vecteur viral
avec son récepteur a la surface de la membrane plasmique. Le
matériel génétique est alors transféré dans le noyau ou il est
transcrit. Dans le cadre des shARN, la tige-boucle transcrite
est exportée vers le cytoplasme, ou elle est clivée par I’enzyme
Dicer. Une séquence double-brin contenant les 20 nucléotides
complémentaires de I’ARNm cible est libérée et incorporée
dans le complexe RISC, qui libere alors le brin passager pour
ne conserver que la séquence complémentaire de ’ARNm cible.
LARNm est dégradé par RISC aprés I’hybridation du shARN. La
maturation cytoplasmique des miARN-shARN reste la méme ;
cependant, une étape supplémentaire a lieu dans le noyau.
Aprés la transcription, le miARN-shARN est clivé par I’enzyme
Drosha pour libérer un pré-miARN, qui est exporté vers le

cytoplasme.

duit elle-méme le shARN thérapeutique. Ce dernier est
synthétisé sous la forme d’une « tige-boucle » consti-
tutivement exprimée par la cellule (Figure 1C) [12].
Pour cela, le shARN est transféré dans la cellule cible
avec toutes les séquences nécessaires et, en particulier,
un promoteur eucaryote permettant une expression
stable et continue de la molécule. Le shARN est ensuite
reconnu par la machinerie cellulaire (endoribonucléase
Dicer) et le complexe RISC qui incorpore la séquence
de 20 nucléotides complémentaire de celle de ’ARNm
cible. Récemment, des shARN ont été incorporés dans
le « squelette » d’un miARN afin de tirer parti de cette
voie de synthese et, ainsi, de permettre une maturation
plus physiologique du shARN [13].

Méthode de transfert de genes dans le systeme
nerveux central (SNC)

Comme mentionné précédemment, I"administration
d’ASO ou de si/shARN dans le cerveau représente un
obstacle important au développement d’un traitement
pour la maladie de Huntington. Uinjection de matériel
génétique en périphérie, par voie intraveineuse par
exemple, nécessite I'utilisation de trés hautes doses
de molécules. De plus, ce procédé ne permet pas
de sélectionner la zone cérébrale a traiter. Afin de
contourner la barriere hémato-encéphalique [38] et
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1 Les vecteurs viraux

Les vecteurs viraux sont des virus génétiquement modifiés utilisés
pour transporter une séquence nucléique dans une cellule. Un virus
est une entité biologique composée d’une capside protéique et d’un
génome viral contenu dans la capside (Figure 4). Parfois, la capside est
elle-méme encerclée par une enveloppe de glycoprotéines (virus enve-
loppés). Les protéines de la capside ou de I’enveloppe interagissent
spécifiquement avec des protéines membranaires de certains types
cellulaires et déterminent donc le tropisme du virus. Lors de I'infection,
le virus transfére naturellement son génome viral dans la cellule hote,
qui peut alors exprimer les génes codant pour les protéines structurales
du virus (capside et/ou enveloppe) et les protéines essentielles a la
multiplication virale. Les vecteurs viraux utilisent cette capacité des
virus a transférer du matériel génétique dans un type cellulaire défini.
Cependant, pour des raisons de biosécurité, I'intégralité des genes
viraux ont été éliminés et remplacés par le géne thérapeutique, tout
en préservant les extrémités non codantes du génome (Figure 4) [16].
Ceci permet d’obtenir des vecteurs incapables de se répliquer par eux-
mémes. Dans la grande majorité des cas, la production des vecteurs
viraux se fait in vitro en transférant dans les cellules une grande quan-
tité d’ADN contenant le gene thérapeutique, ainsi que des séquences
codant pour les protéines indispensables a la formation du virus
(transfection transitoire). Ceci permet aux particules virales de s’as-
sembler dans les cellules de production. Cependant, seuls les génomes
contenant le transgéne peuvent étre encapsidés, assurant ainsi que les
vecteurs produits ne contiennent que le géne thérapeutique.

Les principaux vecteurs viraux pour le systeme nerveux central sont
des vecteurs lentiviraux (LV) dérivés du virus de immunodéficience
humaine, ou des vecteurs adéno-associés (AAV). Bien que présentant
de nombreuses différences (virus enveloppé a ARN simple-brin de 10
kilobases (kb) pour le LV, virus non enveloppé a ADN simple-brin de 5-kb
pour les AAV), AAV et LV présentent un fort taux de transduction dans
le cerveau de multiples especes y compris I’humain. Uapplication de
stratégies basées sur les modifications d’enveloppes/sérotypes, sur la
sélection de promoteurs spécifiques de certains types cellulaires et sur
I’ajout d’éléments de régulation post-transcriptionnelle de Iexpression
du transgene, a permis de restreindre le tropisme de ces vecteurs pour
un type cellulaire particulier, et permet donc de choisir le type cellulaire
a traiter.

d’améliorer la diffusion dans le systéme nerveux central, le matériel
génétique peut Etre injecté directement dans la structure cérébrale
a traiter (voie intraparenchymateuse) ou dans les ventricules céré-
braux (voie intracérébroventriculaire, ICV). Dans le cas des ASO et
des siARN, qui ne nécessitent pas de vecteurs d’expression, la solu-
tion la plus simple consiste a injecter la séquence génétique directe-
ment dans le cerveau. Grdce a la semi-perméabilité de la membrane
plasmique, une quantité significative de matériel génétique est
transférée dans la cellule cible. Afin d’augmenter la quantité d’ADN/
ARN incorporée dans la cellule, les acides nucléiques peuvent étre
couplés a des composés chimiques pénétrant naturellement dans
le cytoplasme, comme des liposomes ou le cholestérol, ce qui aug-
mente la quantité de matériel transféré dans la cellule [14, 15].
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Dans le cas des shARN, la séquence génétique doit étre
intégrée dans un vecteur d’expression permettant la
transcription du shARN. Ce vecteur doit étre transféré
dans le noyau cellulaire, siege de I’expression des
genes. Des approches dites « virales » sont privilégiées
pour le transfert des shARN dans le cerveau. Les virus
ont la capacité naturelle de transférer du matériel
génétique dans un vaste éventail de types cellulaires,
indépendamment de I’espece, de I’Gge et du stade de
développement [16] (Encadré 1). Parmi ceux-ci, les
vecteurs dérivés des virus adéno-associés (AAV), des
adénovirus (Ad) ou des lentivirus (LV) présentent un
fort taux de transduction dans le cerveau et sont uti-
lisés depuis plusieurs années pour le transfert de genes

[17].
Vers un blocage de I’expression de la mHTT

La plupart des patients atteints de maladie de Hun-
tington sont hétérozygotes pour la mutation, ce qui
signifie qu'un seul des deux alleles codant pour la HTT
est muté. Les deux alleles du géne ne différent que par
la longueur de Iexpansion CAG et par la présence de
variations ponctuelles d’un nucléotide entre les deux
séquences (single nucleotide polymorphisms, SNP). La
plupart des approches a ce jour ne discriminent pas les
deux transcrits de I’HTT et induisent une baisse partielle
de I'expression des deux alléles (Figure 2). Récemment,
des stratégies permettant la reconnaissance exclusive
de la mHTT grdce a la longueur de I’expansion CAG ou a
certains SNP ont conduit a un silencing allélique de la
huntingtine mutée [18].

Approches recherchant une baisse partielle de la HTT
Une des premiéres utilisations du gene silencing
pour la maladie de Huntington a été décrite en 2005
(Figure 2) [14]. Un siARN ciblant "ARNm de la mHTT
humaine a été injecté par voie intracérébroven-
triculaire dans des souris transgéniques modeles
de la maladie peu de temps aprés leur naissance.
Une baisse de I’expression de la mHTT a été obser-
vée jusqu’a huit semaines, ainsi qu'une diminution
du nombre d’agrégats de mHTT, une amélioration
motrice et une extension de la durée de vie des sou-
ris [19]. Cette premiére preuve de principe a montré
I’intérét de "approche, méme si le traitement était
transitoire. D’autres travaux, basés sur Iinjection
d’ASO ou de siARN visant la mHTT chez la souris
adulte, ont confirmé I’intérét du silencing dans cette
indication [9, 15]. Une seule administration d’ASO en
intracérébroventriculaire assure une large distribu-
tion dans le cerveau, et un silencing qui atteint plus
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Figure 2. Stratégies de silencing de la mHTT. Trois stratégies de silencing de la mHTT ont été développées : les approches de silencing partiel des

deux alléles (1), les approches discriminant I’alléle muté par la taille des CAG (2)

et les approches discriminant 'alléle muté par un SNP (3). Dans

la premiére approche, la séquence nucléique reconnait et permet la dégradation aussi bien de I'alléle sain que de 'alléle muté. Les approches
discriminant les deux alléles par la taille des CAG se basent sur le fait que I’hybridation de la séquence nucléique sera incomplete sur I’alléle sain

du fait du faible nombre de CAG. Cela a pour conséquence d’introduire des non-homologies de séquences avec ’ARNm de I’HTT saine et d’inhiber

la dégradation de PARNm. €nfin, la troisieme approche permet un silencing sélectif des alléles de la mHTT en se servant de SNP différenciant les

deux alleles. Le nucléotide du SNP étant différent entre 'alléle sain et muté, une
qui le préserve de la dégradation.

de 60 % du taux de mHTT dans certaines régions. L'expression de la
HTT retrouve son niveau basal 16 semaines apres ’administration,
mais les effets thérapeutiques persistent durant cing mois. Ceci
révéle qu'une baisse transitoire de I’expression de la mHTT induit
des effets bénéfiques a moyen terme. Cependant, il a été observé
que les molécules diffusent moins bien dans les couches profondes
du cerveau, dont le striatum, apres une injection par voie intracé-
rébroventriculaire [20, 21].

Des résultats similaires ont été obtenus avec des vecteurs AAV expri-
mant un shARN ou un miARN-shARN. Une réduction de 'expression
de la mHTT des les premieres semaines post-infection a été obser-
vée dans le striatum de différents modeles animaux de la maladie
[15, 22-27]. Cependant, contrairement aux approches basées sur
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non-homologie de séquence est introduite avec I'alléle sain, ce

les siARN et les ASO, I’intégration des shARN dans
des vecteurs permet d’obtenir une expression consti-
tutive et stable dans le temps, avec un blocage de
I’expression de la mHTT et des effets thérapeutiques
persistant jusqu’a neuf mois post-infection [27]. De
plus, ces études ont montré qu’une baisse partielle
de I’expression de la HTT saine ne semble pas induire
d’effets déléteres, et qu’un silencing partiel de la
mHTT est suffisant pour procurer des effets thérapeu-
tiques. La biosécurité et la tolérance d’un silencing
partiel de I’HTT restent a démontrer, mais les premiers
résultats chez le primate non humain montrent que
cette approche est envisageable chez I’lhomme [28].
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Figure 4. Représentation d’un vecteur lentiviral dérivé du VIH-1 (virus de 'immunodéficience humaine 1) et d’un vecteur adéno-associé. A. Les vec-
teurs lentiviraux sont des virus enveloppés contenant au sein de leur capside deux molécules d’ARN simple brin composant le génome viral. €n com-
plément du matériel génétique, la capside contient les protéines impliquées dans la synthése d’ADN complémentaire (ADNc) & partir de I’ARN viral
(transcriptase inverse et protéase) et dans I’intégration de ’ADNc dans le génome de I’hdte (intégrase). ensemble des protéines accessoires sont
également présentes. Le génome du VIH-1 contient des génes codant pour les protéines impliquées dans le cycle viral (pol, tat, rev), les protéines
structurales de la capside (gag), les protéines de I’enveloppe (env) et les protéines accessoires. Aux extrémités du génome, deux régions répétées
(5’ LTR et 3 'LTR) contiennent le promoteur viral (fleche) et le signal de fin de transcription. Pour construire un vecteur lentiviral, ’ensemble des
genes viraux sont supprimés et remplacés par le gene thérapeutique contrdlé par un promoteur eucaryote (P). Seuls les LTR et le site RRE (impliqué
dans "épissage alternatif du génome du vecteur lentiviral lors de la production) sont préservés. Cependant, pour assurer que la transcription ne
s’initie qu’a partir du promoteur P, une partie du 3’ LTR contenant le promoteur interne du VIH-1 a été supprimée (lignes pointillées), ce qui permet
d’augmenter la biosécurité de ces vecteurs viraux. B. Les vecteurs AAV sont issus de virus non enveloppés contenant uniquement le génome viral a
I'intérieur de la capside. Ce génome est composé de deux répétitions terminales inversées (5" [TR et 3’ ITR) et de deux cassettes d’expression (rep et
cap) contrdlées par trois promoteurs (p5, p19 et p40) codant pour I’ensemble des genes indispensables a la multiplication du virus. Uensemble de
ces éléments génétiques sont supprimés dans les vecteurs AAV et remplacé par le géne thérapeutique sous le contrdle d’un promoteur hétérologue.

Cette configuration assure une grande biosécurité de ces vecteurs qui ne peuvent pas se multiplier par eux-mémes.

Silencing sélectif de I’alléle muté Une autre stratégie pour obtenir un silencing sélectif
La grande similitude de séquence entre 'alléle sain et muté de la HTT  de la mHTT est basée sur la présence de SNP dans le
limite considérablement les options permettant de discriminer les deux  géne HTT (Figure 2). Ils sont au nombre d’environ 2000
alleles. Cependant, des siARN et des ASO reconnaissant sélectivement pour ce gene, dont certains ont une haute fréquence
les longues répétitions CAG ont été synthétisés (Figure 2) [11, 18]. d’hétérozygotie et permettraient de traiter 75-88 %
Certaines de ces molécules permettent de discriminer les deux alleles des patients si 3-5 SNP étaient ciblés [29-31]. Dés
de la HTT tout en conservant une bonne efficacité thérapeutique. lors, ces SNP peuvent étre utilisés pour introduire des
Il a été observé que la sélectivité pour I’alléle muté diminue pour non-homologies de séquences (mismatches) entre
les formes les plus communément observées (40-45 CAG) du fait du  I’ASO/siARN/shARN et I’alléle HTT sain, ce qui prévient
nombre moins important de triplets [9]. De plus, ces molécules sont la dégradation de "ARNm de Palléle sain. Des ASO et
potentiellement capables de reconnaitre les ARNm d’autres génes des siARN chimiquement modifiés visant ces SNP per-
contenant des expansions CAG (comme les transcrits de I'ataxine 1  mettent de baisser de 39 & 68 % I’expression de la mHTT
ou de I'atrophine 1), ce qui pourrait induire des effets secondaires. en ayant un impact minimal sur I’alléle sain. Ces ASO
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et siARN spécifiques des alléles sont actuellement testés dans des
études précliniques [9, 11, 32]. Uapplication de cette méme stratégie
avec un lentivirus exprimant un shARN ciblant sélectivement la mHTT
humaine permet de réduire I'expression de la protéine mutée in vivo
de prés de 40-70 % dans un modéle animal de la maladie [33]. Une
diminution des marqueurs de la pathologie a été observée consécuti-
vement au traitement, et des améliorations fonctionnelles, dont une
normalisation du trafic vésiculaire, ont été démontrées a la fois dans
des modeles animaux et dans des cellules de patients. Ces premiéres
données mettent en évidence la faisabilité, I'efficacité et la sélectivité
d’un silencing de la mHTT. Cependant, ces approches nécessitent de
génotyper les patients afin d’identifier les SNP qui leur sont spéci-
fiques et de développer les produits couvrant ’ensemble de ces SNP.

Effets secondaires du silencing de la HTT

La principale difficulté d’une stratégie thérapeutique basée sur le gene
silencing reste la spécificité du traitement. Trois types d’effets indésirables
peuvent survenir : la présence d’effets hors cibles (off-targets effects),
la saturation de la machinerie cellulaire et la mise en place de réponses
immunitaires/inflammatoires contre la séquence nucléique (Figure 3).

« Il est important de contrdler la présence d’effets hors cibles, c’est-
a-dire le silencing d’ARNm présentant une homologie partielle avec
le shARN-HTT, ce qui induirait une hybridation partielle ou complete
de la molécule thérapeutique avec ces ARNm. Des modeéles mathé-
matiques permettent d’estimer la probabilité de cibles indésirables
d’une séquence nucléique [34]. Cependant, une potentielle homologie
de séquence mise en évidence par ces algorithmes ne se traduit pas
forcément par le silencing du gene dans une cellule. De plus, ces effets
hors cibles sont dépendants de la séquence et de I"espéce ; des études
précliniques dans des modéles proches de I"humain sont nécessaires
pour réduire leur probabilité d’apparition.

+ Une trop forte dose d’un ASO/siARN/shARN peut également conduire a la
saturation de la machinerie cellulaire, induisant une forte toxicité [35].

- Enfin, la présence dans la cellule de matériel génétique étranger peut
induire une réponse inflammatoire ou immunitaire. Cela a déja été
observé dans les organes périphériques, mais reste peu présent dans le
systeme nerveux central du fait de la protection du cerveau par la bar-
riere hémato-encéphalique [36]. Cependant, une quantité anormale
de matériel génétique dans le cerveau peut conduire a I'expression
par les neurones de protéines reconnues par le systeme immunitaire,
et donc @ une destruction des cellules traitées par I'organisme [37]. I
est donc primordial de bien contrdler ces paramétres, in vitro dans des
cellules humaines, et in vivo dans des modeles primates, plus proches
de "lhomme, pour ces aspects de spécificité de séquence et de réponse
de 'organisme au produit thérapeutique.

Conclusions
Le développement de petits ARN non codants a permis de mettre en place
des stratégies de silencing efficaces pour la maladie de Huntington Les

études précliniques menées a ce jour montrent qu'un blocage partiel de
I’expression de I’HTT mutée permettrait de réduire significativement la
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progression de marqueurs pathologiques et d’améliorer
la survie des neurones du striatum. A ce jour, Iefficacité
du silencing reste équivalente que les approches soient
spécifiques ou non spécifiques des alleles, suggérant que
'une ou I'autre de ces stratégies pourrait étre appliquée
en clinique. Bien que la HTT soit indispensable durant le
développement embryonnaire, le silencing partiel des
alleles sain et muté ne semble pas conduire a des déficits
particuliers chez I’adulte. Une approche de silencing non
spécifique des alleles semble donc envisageable, et des
études sont en cours pour vérifier la biosécurité de Iap-
proche. Un traitement spécifique d’allele basé sur les 3-5
SNP permettrait de traiter 80-90 % des patients, mais
nécessiterait de génotyper chaque sujet et de développer
un traitement pour chacun des SNP. Une telle approche
thérapeutique impliquerait I’évaluation de 6 a 10 trai-
tements indépendamment. Nonobstant les contraintes
pour le développement de ces traitements, le choix de
cette stratégie permettrait de passer d’une médecine
globale, dont I'approche thérapeutique cible tous les
patients, a une médecine spécialisée, personnelle, basée
sur I"élaboration d’une molécule spécifique a un patient
et permettant de minimiser I'impact sur I’expression de
I"HTT saine. Considérant I"absence d’effets secondaires
suggérés par le silencing partiel de I’HTT saine chez le
primate, une approche non spécifique des alléles pourrait
donc étre envisagée en complément pour les 10-20 % des
patients ne pouvant bénéficier du traitement spécifique
des alléles.

A ce jour, aucune différence d’efficacité n’a été obser-
vée entre les ASO, siARN et les shARN pour le traitement
de la maladie de Huntington. Le recul obtenu dans les
différents essais cliniques réalisés avec des ASO/siARN
pour d’autres maladies [43] conforte ces approches et
suggere qu’un silencing global de I’HTT avec un ASO/
siARN pourrait étre évalué chez I’humain d’ici quelques
années. Cependant, les shARN délivrés par un vecteur
viral ont la capacité de s’exprimer a long terme, et
donc d’induire un effet thérapeutique sans nécessiter
de traitements répétés. Cet avantage, combiné a la
tolérance du cerveau humain aux injections de vec-
teurs viraux, suggere que cette stratégie permettrait
d’induire des effets thérapeutiques sur plusieurs années
chez le patient et, peut-étre, d’altérer significative-
ment la progression de la maladie de Huntington. ¢

SUMMARY

Gene silencing approaches for the treatment of
Huntington’s disease

Huntington’s disease is a rare neurodegenerative disease
caused by a pathologic CAG expansion in the exon 1 of
the huntingtin (HTT) gene. Aggregation and abnormal



function of the mutant HTT (mHTT) cause motor, cognitive and psychia-

tric symptoms in patients, which lead to death in 15-20 years. Currently,

there is no treatment for HD. Experimental approaches based on drug,

cell or gene therapy are developed and reach progressively to the clinic.

Among them, mHTT silencing using small non-coding nucleic acids display

important physiopathological benefit in HD experimental models. ¢
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