la colonisation d’especes bactériennes
différentes. Comme le microbiote est
important dans la génération des
réponses lymphocytaires Thl7 et Treg
au niveau intestinal [15, 16], il reste a
déterminer si la modification du micro-
biote en absence d’IL-22 pourrait favo-
riser ’expansion de Treg, modulant ainsi
la sévérité de la maladie (Figure 1).
Uimplication de la réponse immunitaire
innée dans le développement de la GVHD
intestinale, le réle du microbiote et les
effets pro-inflammatoires ou protec-
teurs de I"IL-22 n’ont pas encore livré
tous leurs secrets dans la physiopatho-
logie de cette maladie. ¢
Interleukin-22: its role in graft-
versus-host-disease unraveled
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Les chaperons pharmacologiques

Une nouvelle approche thérapeutique
des maladies génétiques

Dominique P. Germain, Karelle Benistan, Lucia Echevarria

Réle de ’ot-galactosidase A

dans la maladie de Fabry

La maladie de Fabry (online mendelian
inheritance in man [OMIM] 301500) est
une maladie de surcharge de transmis-
sion génétique liée au chromosome X,
due au déficit en o-galactosidase A
(ou-Gal A, €C 3.2.1.22) lysosomale, une
hydrolase acide. Le déficit enzymatique
conduit a Paccumulation du globo-
triaosylcéramide (Gbz ou CD77) dans les
lysosomes de tous les tissus de I’orga-
nisme. La forme classique de la maladie
débute dans I’enfance par des acropa-
resthésies, des angiokératomes, des
douleurs abdominales et une microal-
buminurie. Avec I’age, I'affection évo-
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lue vers une maladie multisystémique
avec insuffisance rénale et complica-
tions cardiovasculaires (cardiomyopa-
thie hypertrophique, arythmie) et céré-
brovasculaires (accidents vasculaires
cérébraux) réduisant I’espérance de
vie [1]. Actuellement, deux thérapies
enzymatiques substitutives sont dispo-
nibles pour traiter les patients atteints
de maladie de Fabry [2, 3]. Des béné-
fices cliniques ont été démontrés,
mais I'efficacité de I’enzymothérapie
reste incompléte et son colit élevé.
Les thérapies enzymatiques substitu-
tives s’accompagnent par ailleurs de
contraintes liées a leur mode d’admi-
nistration (perfusions & vie chaque
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deux semaines) et d’effets secondaires
liés a la production d’anticorps contre
I’enzyme exogene.

Dans de nombreuses maladies lyso-
somales, dont la maladie de Fabry,
des mutations faux-sens conduisent a
un mauvais repliement de la protéine
et un défaut de sa structure tridi-
mensionnelle [4]. €n conséquence,
I’hydrolase acide est dégradée préma-
turément par les systemes de contrdle
de qualité associés au réticulum
endoplasmique (ERAD, endoplasmic-
reticulum-associated protein degra-
dation) [4] méme si les mutations
ne compromettent pas son activité
catalytique [5].
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U'existence de chaperons moléculaires
physiologiques a stimulé les recherches
visant a identifier ou développer des
chaperons pharmacologiques comme
nouvelle approche thérapeutique pour le
traitement de ces maladies lysosomales.

Les chaperons moléculaires :

une nouvelle approche thérapeutique
pour les maladies lysosomales

Les chaperons pharmacologiques spé-
cifiques du site actif de différentes
enzymes lysosomales sont les premieres
molécules chaperons parvenues au
stade d’essais cliniques pour le trai-
tement de maladies génétiques. Ces
chaperons pharmacologiques sont ini-
tialement des inhibiteurs enzymatiques
qui, a concentrations sub-inhibitrices,
aident a stabiliser la conformation de
la protéine naissante mutée, favorisant
son transport du réticulum endoplas-
mique, via I"appareil de Golgi, jusqu’au
lysosome ou elle peut exercer sa fonc-
tion catalytique (Figure 1).

Le chlorhydrate de migalastat (AT-1001,
1-déoxygalactonojirimycin), un sucre
iminé! analogue du galactose, a été

! Une imine est un composé organique caractérisé par une
double liaison carbone-azote.

testé comme chaperon pharmacologique
dans des études précliniques in vitro
et dans un modele animal de maladie
de Fabry [5, 6], puis dans un essai de
phase | chez 51 volontaires sains, avec
un excellent profil de sécurité. Dans un
article récent, nous rapportons pour la
premiére fois les données d’efficacité et
de sécurité du chlorhydrate de migalas-
tat évalué dans deux essais cliniques de
phase Il [7].

Essais cliniques de phase Il

du migalastat

Deux essais cliniques de phase Il non
contrélés, en ouvert, ont inclus neuf
patients de sexe masculin atteints
de maladie de Fabry (quatre patients
dans le cadre de FAB-CL-202, clini-
caltrial.gov NCT00283959 ; cing
patients dans le cadre de FAB-CL-203,
NCT00283933). Cent cinquante mg de
chlorhydrate de migalastat furent
administrés par voie orale chaque deux
jours pendant 12 (FAB-CL-202) ou 24
(FAB-CL-203) semaines. Lactivité de
'oi-galactosidase A fut mesurée dans
les lymphocytes, les cellules mononu-
cléées du sang et les biopsies cutanées
et rénales, avant traitement (taux de
référence) puis a différents temps de

I’étude. Les taux de Gbs furent mesurés
par spectrométrie de masse (LC-MS/MS,
liquid chromatography coupled to tan-
dem mass spectrometry) dans le plasma
et les urines, et évalués par microscopie
optique a partir de biopsies cutanées et
rénales des patients avant traitement et
a différents temps de I’étude.

Une lignée transgénique, exprimant I"en-
zyme mutée correspondant a chacun
des patients inclus, fut secondairement
construite dans les cellules HEK293.
Ainsi, Pactivité o-galactosidase A fut
initialement mesurée sur des lympho-
cytes en culture, puis sur les différentes
lignées transgéniques avant et apres
addition de chlorhydrate de migalastat
afin d’évaluer in vitro la réponse au trai-
tement des différentes 0t-galactosidase
A mutées [8].

Effets du migalastat in vivo et in vitro
chez les patients porteurs de mutation
de ’0t-galactosidase A

Lors de ces études, aucun effet indé-
sirable grave (serious adverse event)
ne fut rapporté et aucun patient ne
sortit des essais cliniques. L'activité
o-galactosidase A, mesurée sur les
cellules du sang périphérique, aug-
menta pour tous les patients apres
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Figure 1. Mécanisme d’action des chaperons pharmacologiques. A. Durant la synthése des protéines lysosomales, les chaperons moléculaires sont

naturellement présents dans la cellule afin d’assister les polypeptides naissants a se replier correctement selon leur structure tertiaire. B. Les

protéines lysosomales qui portent des mutations affectant leur repliement deviennent instables et sont dégradées par les systemes de contrdle de

qualité associés au réticulum endoplasmique (endoplasmic reticulum-associated degradation, ERAD). C. Les chaperons pharmacologiques stabi-

lisent les protéines lysosomales mutantes mal repliées, empéchant leur dégradation par le protéasome et permettant leur trafic vers les lysosomes,

ol le pH acide est supposé favoriser la dissociation entre la molécule chaperon et I’enzyme, favorisant ainsi I’activité catalytique de cette derniére.
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traitement par le migalastat. L'activité
o-galactosidase A mesurée sur les
biopsies de peau augmenta également
d’au moins 50 % pour tous les patients,
et pour six patients sur neuf dans les
biopsies rénales (Tableau ). De fagon
intéressante, un parallélisme existait
entre les réponses au migalastat in
vivo et in vitro : chez les trois patients
qui n’ont pas répondu cliniquement
au migalastat, I'activité enzymatique
mesurée dans les lignées transgéniques
HEK293 exprimant les mutations cor-
respondantes n’a pas été améliorée en
présence du chaperon.

Avant traitement, tous les patients pré-
sentaient des taux de Gbs urinaires éle-
vés. Apres traitement par la molécule
chaperon, ces taux, mesurés dans les
urines, les biopsies rénales ou cutanées,
ont diminué d’au moins 20 % chez les
patients traités par le migalastat chez

lesquels une augmentation de 'acti-
vité o-galactosidase A était démon-
trée. Chez quatre patients, le taux rénal
de Gbz augmenta, alors que in vitro,
le traitement n’avait aucune influence
sur ’activité enzymatique dans les
lignées porteuses des mutations de ces
patients. (Tableau |).

Chez tous les patients (9/9), parmi les
12 types cellulaires étudiés sur les biop-
sies rénales avant et apres traitement,
les taux de référence les plus élevés
d’inclusions de Gbjz étaient observés
dans les podocytes. Apres traitement,
sur les huit patients analysables, le
nombre d’inclusions de Gbz diminua chez
quatre, resta inchangé chez deux, et
augmenta chez les deux derniers
patients qui, de facon intéressante,
étaient porteurs de mutations faux-sens
considérées comme ne répondant pas au
migalastat dans les tests in vitro.

Conclusions et perspectives
thérapeutiques des chaperons
pharmacologiques

Le chlorhydrate de migalastat est un sucre
iminé ayant une grande affinité pour le
site actif de ’0i-galactosidase A [9].
C’est un inhibiteur de I'0t-galactosidase A
potentiellement capable de jouer un réle de
chaperon pharmacologique en restaurant
la structure tridimensionnelle et activité
enzymatique d’une Ol-galactosidase A
mutante [5, 6]. Des travaux de recherche
fondamentaux [8, 91, précliniques [6],
puis clinigues ont conduit a son utilisation
en clinique humaine [7].

Les résultats de deux essais cliniques de
phase Il du migalastat ont montré une
augmentation significative de I'activité
enzymatique o-galactosidase A in vivo,
accompagnée d’une diminution paral-
lele des taux urinaires du substrat de
I’enzyme et du nombre d’inclusions de Gbs

Patients 2-0103 2-0104 2-0202 3-0301 SRFO1 SRF03 2-0102 3-0302 3-0303
Mutation p.P259R p.P259R p.R3010 p.F295C p.N215S p.P205T p.L415P p.C94S p.R112C
HEK-293 R R R* R R NR NR NR
o-GalA CMSP

+ + + + + — — +
(au moins + 50 %)
o-GalA rein
(au moins + 50 %)
o-GalA peau

+ + + + + + + +
(au moins + 50 %)
Gb3 urinaire ’ ' * = * iy - - _

(-60%) (-75%) (—38%) (-20%) (-52%)

Gbj; biopsie peau + + _ _ _ + 5 _
(LC/MS) (-31%) (-11%) (=57 %)
Gbj; biopsie rein + + + + +
(Lc/Ms) (-41%) (-6%) (-21%) (-36%) (-22%)
Gbj; biopsie rein
(- 50 % d’inclusions) ’ ’ - ’ ’ NA - - -
Résultat combiné + + + +/— + + - - -

Tableau I. Résultats des deux essais cliniques de phase Il du migalastat. U'activité o.-galactosidase A et les taux de Gbz ont été mesurés chez les neuf
patients inclus dans les deux essais cliniques de phase II. R : mutation répondeuse in vitro a la molécule chaperon ; NR : mutation non répondeuse
in vitro a la molécule chaperon ; * réponse obtenue uniquement lors de I"utilisation d’une dose plus élevée de chaperon pharmacologique ; o.-GalA :
activité oi-galactosidase A ; CMSP : cellules mononucléées du sang périphérique ; LC/MS : liquid chromatography coupled to mass spectrometry ; NA :
non évaluable ; + : réponse clinique favorable (amélioration) ; —: réponse clinique inexistante ou aggravation ; +/—: réponse obtenue uniquement

en cas de taux sérique plus élevé de chaperon pharmacologique (modifié d’apres [7]).
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dans les cellules endothéliales des capil-
laires péritubulaires des reins chez tous
les patients considérés comme répon-
deurs d’apres les tests in vitro (6/6) [7].
Les trois patients considérés comme non-
répondeurs (score composite) avaient
été inclus dans les essais cliniques sur
la base d’un test in vitro de premiére
génération (lymphocytes) insuffisam-
ment discriminant, mais le test in vitro
utilisant des cellules HEK293 transgé-
niques confirma qu’ils étaient porteurs
de mutations insensibles au migalastat.
Le test in vitro en lignées transgéniques
semble donc prédictif de la réponse cli-
nique in vivo chez les patients.

Le chlorhydrate de migalastat est, a notre
connaissance, la premiere molécule cha-
peron proposée en clinique humaine pour
le traitement d’une maladie génétique
et qui poursuit actuellement son déve-
loppement dans deux essais cliniques
de phase Il : 'un en double aveugle
contre placebo (voir le site ClinicalTrials.
gov NCT00925301), P'autre par tirage au
sort contre une enzymothérapie recom-
binante substitutive (NCT01218659). Les
chaperons pharmacologiques, en mono-

thérapie, sont un paradigme d’approche
pharmacogénétique s’adressant unique-
ment aux patients porteurs de mutations
répondeuses. Cependant, il est impor-
tant de noter que les résultats préli-
minaires présentés ici ont été obtenus
dans le cadre d’essais cliniques de phase
I, ne comportant par définition aucun
groupe contréle et n’étant pas destinés
a démontrer I'efficacité d’un traitement.
Seuls les essais cliniques de phase Il
randomisés, permettront de conclure ou
non a efficacité de la molécule chape-
ron. Cependant, ces essais cliniques de
phase Il chez I’homme ouvrent la voie
a I'étude d’autres chaperons pharma-
cologiques pour le traitement d’autres
maladies génétiques [4]. ¢
Pharmacological chaperons:

a novel therapeutic approach

for genetic diseases

LIENS D’INTERET

D.P. Germain déclare participer a des interventions
ponctuelles (essais cliniques et travaux scienti-
fiques, actions de formation) pour [’entreprise GSK.
K. Benistan et L. Echevarria déclarent n’avoir aucun
lien d’intérét concernant les données publiées dans
cet article.

NOUVELLE

Microbiome

Un nouveau facteur de risque

de cancer colorectal ?

Christian Jobin

> Le cancer colorectal représente la troi-
sieme cause la plus fréquente de cancer,
avec un million de nouveaux cas dans
le monde chaque année, et sa mortalité
avoisine 30 %. Le développement des
techniques « -omiques », génomique,
protéomique, métabolomique, nous per-
met aujourd’hui d’appréhender de fagon
assez précise les mécanismes molécu-
laires a I'ceuvre dans I’émergence et la

Traduction francaise de Laure Coulombel.
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progression de cette forme de cancer.
Malgré I'impact que ces connaissances
ont eu sur la prise en charge diagnos-
tique, et thérapeutique, mais aussi sur
la prévention de ce cancer, celui-ci est
loin d’étre vaincu, et la poursuite des
recherches est indispensable. Parmi les
domaines les plus étudiés, celui qui ana-
lyse les relations entre environnement
et développement tumoral est parti-
culierement actif. Déja au xix® siecle,
le célebre anatomopathologiste Rodolf

Virchow notait la présence de cellules
inflammatoires (leucocytes) dans les
|ésions tumorales de différents patients.
Cette observation toute simple a proba-
blement contribué au célebre concept
selon lequel I'inflammation fait le lit
du cancer. Concept largement vérifié
depuis, en particulier dans les localisa-
tions digestives estomac, cdlon et foie.
Dans I’exemple du cancer colorectal
se développant dans un contexte de
colite inflammatoire, les protagonistes
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