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>La dystrophie musculaire de Duchenne
(DMD) est une maladie musculaire génétique
dégénérative sévere affectant principalement les
jeunes gargons, caractérisée par une altération
significative ou une absence d’expression de la
dystrophine. Des avancées significatives ont été
réalisées dans la compréhension et le traitement
de la DMD, notamment avec I'autorisation récente
de la premiere thérapie génique utilisant un
vecteur adéno-associé recombinant (AAVr) pour
délivrer une forme raccourcie de la dystrophine
(microdystrophine). Malgré ces progrés, des défis
majeurs persistent pour améliorer les résultats
thérapeutiques. L'utilisation des vecteurs AAVr est
entravée par des limitations majeures, notamment
les risques d’immunotoxicité et d’hépatotoxicité
associés aux hautes doses injectées. De plus,
la microdystrophine présente des limites
fonctionnelles intrinséques ainsi que des risques
immunologiques. Cet article examine ces défis
et explore les perspectives d’amélioration de la

thérapie génique pour la DMD. <

Introduction

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une
maladie musculaire liée au chromosome X et due a
I’absence ou au dysfonctionnement de la dystrophine,
une protéine encodée par le gene DMD. Elle affecte
environ 1/5000 garcons [1] et elle est considérée
comme la dystrophie musculaire la plus fréquente
chez I’enfant. La perte de la dystrophine dans le
muscle entraine une déstabilisation du complexe gly-
coprotéique associé a la dystrophine (DAGC pour Dys-
trophin-associated glycoprotein complex), qui relie
le cytosquelette a la matrice extracellulaire. Cette

Vignette : Images 3D reconstruites de myofibres isolées provenant de muscles de
souris de type sauvage (Wild-Type) et de souris dystrophiques (Dmdmdx). La cou-
leur rouge indique I'immunomarquage de la dystrophine chez la souris sauvage ou
de la microdystrophine chez la souris traitée avec la thérapie génique.
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perturbation déclenche une série de mécanismes pathologiques,
notamment une perte de ’homéostasie calcique, un stress oxydatif,
un dysfonctionnement mitochondrial, une inflammation chronique,
une transformation fibro-adipocytaire et, enfin, une perte de la
fonction mécanique musculaire [2].

Traitements de la DMD, ou est-on ?

La prise en charge de la DMD nécessite une approche multidisciplinaire
précoce, prenant en compte les manifestations musculaires (muscles
squelettique et cardiaque) ainsi que les aspects extra-musculaires
de la maladie, dans le but de ralentir sa progression et d’améliorer
la qualité de vie des patients. Actuellement, le traitement par gluco-
corticoides (deflazacort, prednisone et vamorolone) est recommandé
précocément [3], ayant montré une amélioration significative de
la fonction motrice et un retard de la perte de 'ambulation [4]. €n
parallele, différentes stratégies thérapeutiques sont explorées pour
restaurer une forme fonctionnelle de la dystrophine. Bien que des oli-
gonucléotides antisens qui permettent de restaurer le cadre de lecture
des transcrits de la dystrophine [5] aient été approuvés pour certaines
mutations, leur efficacité reste limitée avec un taux de restauration
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de la dystrophine relativement bas (~ 1,74 % pour le casimersen par
exemple) et des améliorations fonctionnelles modestes [6].
L'approche la plus prometteuse a ce jour, visant théoriquement tous
les patients atteints de DMD, consiste a apporter une version raccour-
cie de la dystrophine — aussi appelée microdystrophine — a I’aide d’un
vecteur adéno-associé recombinant (AAVr pour adeno-associated
virus recombinant). €n effet, le cadre de lecture ouvert de I’ARNm
du gene DMD est long d’environ 11,5 kb, ce qui dépasse largement la
capacité d’encapsidation des AAVr. Pour contourner cette limitation,
différentes microdystrophines ont été congues en conservant des
domaines essentiels de la dystrophine [7,8]. Cette stratégie s’appuie
notamment sur des observations faites chez des patients atteints de la
dystrophie musculaire de Becker (BMD), une forme allélique de la DMD,
chez lesquels I’expression de formes courtes de dystrophine semble
atténuer la sévérité du phénotype [9].

Plusieurs essais cliniques sont en cours, sponsorisés par différentes
entreprises pharmaceutiques, notamment Sarepta Therapeutics, Pfi-
zer, Solid Biosciences et Regenxbio aux Etats-Unis, ainsi que Généthon
en Europe. Chaque essai utilise une construction de microdystrophine
légérement différente (Figure 1C). Bien que le médicament développé
par Sarepta Therapeutics (Elevidys) ait obtenu une autorisation accé-
lérée de commercialisation de la FDA (Food and drug administration)
en juin 2023, pour les patients Ggés de 4 a 5 ans, des débats persistent
quant a son efficacité, notamment concernant les améliorations fonc-
tionnelles chez les patients pour lesquels les objectifs fixés n’ont pas
été atteints [10, 11].

Ci-apres, nous explorons les défis majeurs de la thérapie génique
par transfert de la microdystrophine, ainsi que les voies potentielles
d’amélioration.

Obstacles et défis pour une thérapie réussie

Le traitement des maladies musculaires par thérapie génique utilisant
des vecteurs AAVr se fait principalement par voie systémique, avec pour
objectif de cibler le muscle squelettique qui représente environ 40 %
de la masse corporelle. Cependant, cette approche requiert I'adminis-
tration de doses trés élevées de vecteurs (souvent > 1614 vg/kg pour la
DMD), afin d’atteindre une efficacité thérapeutique significative [12].
Elle souleve plusieurs problémes, celui du risque potentiel d’hépato-
toxicité di au tropisme naturel des AAVr pour le foie, mais également
le défi industriel du colt et de la production a grande échelle de ces
vecteurs. Par ailleurs, I'efficacité de la microsdytrophine est limitée,
car il lui manque certains domaines fonctionnels de la dystrophine.
Enfin, des réponses immunitaires dirigées contre les vecteurs AAVr ainsi
que contre certains épitopes de la microdystrophine représentent un
obstacle supplémentaire a surmonter.

Dystrophine versus microdystrophine

Lisoforme musculaire de la dystrophine (Dp427m) se compose de
multiples domaines de liaison qui lui conferent la capacité d’établir
une connexion mécanique cruciale entre la matrice extracellulaire
et le cytosquelette, ainsi que des interactions avec les protéines du
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DAGC (Figure 1A-B). Cette fonction est essentielle pour
protéger le muscle contre le stress mécanique lors de la
contraction.

Outre son rdle mécanique, la dystrophine interagit
avec diverses protéines impliquées dans des voies de
signalisation critiques. Par exemple, les spectrines
R16 et R17 contiennent le site de liaison a nNOS
(pour neuronal Nitric oxide synthase), nécessaire a
la localisation précise de nNOS au niveau du sarco-
lemme [13]. Une localisation correcte permet a nNOS
d’exercer une fonction de signalisation paracrine en
diffusant 'oxyde nitrique vers les vaisseaux sanguins,
favorisant ainsi la vasodilatation dans les muscles
contractiles.

Le domaine riche en cystéine (CR pour Cysteine-rich)
interagit avec la calmoduline, jouant un réle crucial
dans les voies de signalisation du calcium. Le domaine
C-terminal (CT) posséde un site de liaison direct au
sarcolemme et interagit avec la dystrobrevine et la
syntrophine. L'0l-syntrophine, en particulier, joue un
role majeur dans la signalisation, en se liant a plusieurs
canaux ioniques (tels que les canaux de sodium Nal.4
et Nal., de potassium Kiv2, Kiv4.1 et de calcium trans-
cient receptor potential Cl et (4), et sert également
d’ancrage pour la nNOS en association avec la dystro-
phine [14].

Depuis la génération des premiéres constructions
réduites de dystrophine en 1995 [15,16], plus de
30 configurations de microdystrophines ont été
publiées. Plusieurs optimisations ont été faites au
fur et @ mesure de la caractérisation des domaines
de liaisons de la dystrophine et des fonctions assu-
rées par chaque domaine. Cependant, la capacité
d’encapsidation limitée des vecteurs AAVr oblige a
ne conserver que les parties les plus essentielles de
la dystrophine. La plupart des conceptions de micro-
dystrophines incluent le domaine de liaison a 'actine,
responsable de I'ancrage au cytosquelette, ainsi que
le domaine riche en cystéine, essentiel pour I’interac-
tion avec la B-dystroglycane et, par conséquent, le
DAGC (Figure 1C-D).

Cependant, les résultats prometteurs observés dans les
études précliniques avec les microdystrophines n’ont
pas été reproduits dans les essais cliniques. Une telle
disparité souléve des interrogations sur I'importance
des domaines absents dans les microdystrophines. €n
effet, ces constructions peuvent manquer de domaines
d’interaction cruciaux, tels que le domaine central rod
et le domaine C-terminal. Cela suggere que I"expression
d’une dystrophine de taille plus importante pourrait
étre nécessaire pour obtenir une correction plus com-
plete du phénotype.
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Figure 1. La dystrophine et les constructions de microdystrophine en expérimentation clinique. A. Séquence protéique compléte de la dystrophine.
Elle peut étre divisée en 4 domaines principaux : le domaine en N-terminal qui se lie aux filaments d’actine (ABD pour Actin-binding domain),
encodé par les exons 1 a 8 ; le domaine rod (R) encodé par les exons 8 a 64, ce domaine est lui-méme divisé en 24 répétitions de type spectrine
et 4 charnieres (hinge) entrecoupées ; le domaine riche en cystéine (CR) encodé par les exons 64 a 70 ; le domaine C-terminal encodé par les
exons 71 a79. B. Localisation de la dystrophine et de ses domaines de liaison. C. Produits de thérapie génique par transfert de microdystrophine.
Cinq produits avec des constructions différentes sont actuellement en essais cliniques. Les promoteurs utilisés dans ces constructions (en
vert) sont spécifiques du muscle et du cceur. Le choix du sérotype d’AAV repose également sur le tropisme tissulaire, les sérotypes sélectionnés
ciblant particulierement le muscle et le cceur. Le transgene de toute construction contient les séquences codantes pour les domaines considé-
rés biologiquement pertinents et fonctionnels. La microdystrophine de Regenxbio inclut en plus les éléments fonctionnels du domaine C-termi-
nal (CT). D. Localisation de la microdystrophine MD1 et ses domaines de liaison. La microdystrophine MD1, utilisée par Sarepta et Généthon, lie
les filaments d’actine au complexe glycoprotéique associé a la dystrophine. Plusieurs domaines de liaison au sarcolemme et aux microtubules
manquent, ainsi que le domaine de liaison & la neuronal nitric oxide synthase (nNOS), & la syntrophine et & la dystrobrevine. (Figures créées

avec Biorender.com.)
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AAVr et réponse immunitaire contre la capside

Lune des limites majeures a la thérapie génique utilisant des vec-
teurs AAVr réside dans la réponse immunitaire dirigée contre la cap-
side virale. €n effet, 'immunogénicité des AAVr pourrait venir d’une
réponse immunitaire préexistante contre la capside. Il est estimé que
prés de 80 % de la population humaine est séropositive aux AAV [17].
Une réponse humorale médiée par des anticorps anti-capsides peut
donc survenir chez les patients, tout comme une réponse cytotoxique
médiée par les lymphocytes T CD8+. Généralement, tous les patients
participant aux essais cliniques sont soumis a un examen préalable
pour détecter une éventuelle réponse humorale et sont traités par de
fortes doses de glucocorticoides afin de contrer la réaction immuni-
taire contre les capsides virales. Les patients présentant des anticorps
neutralisants dirigés contre les AAVr sont exclus de ces études, ce qui
restreint le nombre de patients éligibles aux traitements.

De plus, des réponses immunitaires peuvent également survenir aprés
injection, avec notamment des réactions séveres se manifestant par
une microangiopathie thrombotique ou une insuffisance rénale aigué
liées a I'activation de la voie du complément. Une réaction immuni-
taire innée peut s’installer directement aprés 'injection, par recon-
naissance de motifs moléculaires associés aux agents pathogénes (qui
peuvent étre des composants protéiques de la capside, du contenu en
ADN des rAAV ou encore des contaminants de protéines ou d’ADN dans
le lot d’AAVr). Une réponse immunitaire adaptative peut également se
mettre en place, avec une activation des lymphocytes B et T, limitant
I’efficacité de la transduction. La génération de lymphocytes B et T
mémoires empéchera en outre la possibilité de réinjection dans le futur
avec le méme vecteur.

Transgénes et immunogénicité

€n plus de la réponse immunitaire dirigée contre les capsides des AAVr,
il est désormais reconnu que des réactions immunitaires peuvent éga-
lement se produire contre le transgene chez certains patients. Récem-
ment, une collaboration entre les quatre entreprises menant les essais
cliniques a permis de mieux comprendre les effets graves observés chez
certains malades traités avec une microdystrophine.

€n effet, il a été constaté que certains épitopes présents dans les
constructions de la microdystrophine (notamment ceux encodés par
les exons 8 & 11) pourraient déclencher une réponse immunitaire cyto-
toxique dirigée contre le non-soi, chez les patients présentant des
délétions dans les exons codant pour ces épitopes (les effets graves
sont observés chez les patients ayant des délétions de I’exon 8 &
I’exon 21) [18].

Cette meilleure compréhension de la réponse immunitaire contre le
transgene ouvre la voie a des mesures plus ciblées pour éviter les effets
indésirables et a Iexclusion de patients présentant des mutations
spécifiques. A titre d’exemple, dans le cas de I'autorisation délivrée
par la FDA a Sarepta Therapeutics, les malades ayant des délétions des
exons 8 et/ou 9 ont été exclus. Cependant, il reste nécessaire de mener
des études immunologiques plus approfondies sur les épitopes des
microdystrophines et de mieux prédire le risque immunologique chez
les patients présentant des délétions génomiques dans ces régions.
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Perspectives d’amélioration

De nombreux efforts ont été récemment consacrés pour
optimiser les vecteurs AAVr pour la thérapie génique
dans le muscle. Dans le but de mieux cibler les muscles
et d’éviter le transfert vers d’autres tissus tels que le
foie, notre laboratoire et d’autres équipes ont développé
plusieurs capsides hybrides myotropiques [19,20]. Ces
capsides hybrides sont congues pour réduire la quantité
de vecteurs nécessaire pour une transduction musculaire
efficace, minimisant ainsi les risques d’immunotoxicité
et d’hépatotoxicité. Bien que ces nouveaux vecteurs
soient encore en phase de développement et d’études
précliniques, leur progression vers les essais cliniques
offrira "opportunité non seulement d’améliorer I’effi-
cacité de la thérapie génique pour les maladies muscu-
laires, mais également d’en renforcer la sécurité.
Actuellement, le traitement par microdystrophine inter-
vient a un stade ol la dystrophie est déja installée, avec
une fibrose musculaire significative. Cette approche est
confrontée a la complexité d’inverser tous les mécanismes
pathologiques, d’autant plus que la microdystrophine ne
pourra pas remplacer entierement la fonction de la dys-
trophine et ne sera pas exprimée dans toutes les fibres
musculaires, comme I’ont démontré les résultats cliniques
a ce jour. €n outre, de récentes recherches menées dans
notre laboratoire ont révélé que méme en parvenant a
exprimer la microdystrophine dans prés de 100 % des fibres
musculaires chez des souris dystrophiques, le profil trans-
criptomique n’est pas complétement restauré [20], suggé-
rant que la microdystrophine en elle-méme ne serait pas
suffisante pour rétablir tous les mécanismes moléculaires
perturbés dans le muscle dystrophique.

Amélioration des constructions de microdystrophine/
dystrophine

La thérapie génique utilisant la microdystrophine ne
peut qu’atténuer la maladie qui évoluera théorique-
ment vers une dystrophie musculaire de Becker, de
forme moins sévére, mais toujours invalidante. Un des
défis majeurs est donc de pouvoir délivrer une ver-
sion plus longue que la microdystrophine. Pour cela,
une approche avec plusieurs vecteurs AAVr contenant
chacun un fragment du gene DMD peut étre utilisée.
Une reconstitution du géne thérapeutique complet est
possible lorsque les vecteurs infectent simultanément
la méme myofibre (Figure 24). Différents mécanismes
de reconstitution peuvent étre utilisés en fonction de
la séquence du gene, notamment le trans-épissage de
I’ADN, la recombinaison homologue (RH) et le trans-
épissage des protéines. Des études ont établi la preuve
du principe du transfert de formes plus longues de
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Conclusion

Malgré les progres significatifs réalisés dans le traitement de la DMD
depuis I'identification du géne en cause jusqu’a I'autorisation de la pre-
miere thérapie génique basée sur le transfert de la microdystrophine, un
vaste champ d’améliorations reste a explorer. Les premiéres évaluations
issues des essais cliniques soulignent le besoin de résultats thérapeu-
tiques plus efficaces pour les patients. Bien que la théorie prédominante
mettant en avant le r6le central de la déstabilisation mécanique des
myofibres squelettiques dans la pathologie de la DMD soit convaincante,
une exploration plus approfondie d’autres mécanismes physiopatholo-
giques au sein du muscle est justifiée. Une meilleure compréhension de
la cascade pathologique entre la déstabilisation du DAGC et la dégéné-
rescence musculaire pourrait ouvrir la voie au développement de nou-
velles stratégies thérapeutiques, venant en complément des approches
de thérapie génique existantes. Des efforts substantiels sont actuelle-
ment déployés pour relever les défis technologiques et immunologiques
associés aux thérapies géniques utilisant des vecteurs AAVr. Paralléle-
ment, les progres réalisés dans le développement de la microdystrophine
et des constructions allongées de la dystrophine incomplete offrent des
perspectives prometteuses pour améliorer les résultats thérapeutiques
chez les patients atteints de DMD. ¢

SUMMARY

Advances and Challenges in Microdystrophin gene therapy for
Duchenne Muscular Dystrophy: progress and future directions
Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a severe degenerative genetic
muscle disease affecting mainly young boys, characterized by a significant
alteration or absence of dystrophin expression. Significant strides have
been made in comprehending and treating DMD, particularly with the recent
approval of the first gene therapy using a recombinant adeno-associated
vector (rAAV) to deliver a shortened form of dystrophin (microdystrophin).
Nevertheless, major challenges remain in improving therapeutic outcomes.
The use of rAAV vectors is hindered by major limitations, notably the risks
of immunotoxicity and hepatotoxicity, linked to high-dose administration.
Additionally, microdystrophin exhibits inherent functional limitations and
immunological risks. This article examines these challenges and explores
the avenues for enhancing gene therapy for DMD. ¢
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