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Vers une thérapie génique pour
la cardiomyopathie associée
a Pataxie de Friedreich

Brahim Belbellaa!™®, Héléne Puccio!™®

Lataxie de Friedreich

Les ataxies cérébelleuses sont carac-
térisées par des troubles de la coor-
dination des mouvements volontaires,
de I'équilibre et de la mobilité, liés
a une atteinte du cervelet et/ou des
voies spinocérébelleuses. L'ataxie de
Friedreich (AF), la plus fréquente des
ataxies héréditaires avec une incidence
de 1 : 30 000, est une maladie neuro-
dégénérative progressive incurable [1].
Les signes cliniques sont dominés par
I’ataxie, due a la perte de coordination
motrice (syndrome cérébelleux) et aux
troubles de I’équilibre (perte de la sen-
sibilité profonde), qui évolue jusqu’a
la perte de la capacité ambulatoire en
moyenne aprés une dizaine d’années [1].
Ces signes neurologiques sont fréquem-
ment associés a une cardiomyopathie
hypertrophique (80 % des cas), cause de
mortalité précoce pour 60 % des patients
[2]. Uataxie de Friedreich est due a un
déficit en frataxine (FXN), une protéine
mitochondriale ubiquitaire essentielle
a la vie [3]. La mutation principale est
une répétition du triplet GAA dans le
premier intron du gene FXN. Elle induit
une répression transcriptionnelle par
la formation d’hétérochromatine, qui
résulte en une diminution drastique du
niveau de FXN, entre 5 et 30 % du niveau
normal dans tous les tissus [3]. La FXN
joue un role essentiel dans la régulation
de la synthése des centres fer-soufre
(Fe-S), cofacteurs essentiels a de nom-
breuses voies cellulaires, notamment la
respiration mitochondriale et la régula-
tion du métabolisme du fer. 'étude du
déficit en FXN dans différents modeles
(levure, cellulaires et murins) a permis

m/s n® 10, vol. 30, octobre 2014
DOl : 10.1051/medsci/20143010008

NOUVELLE

I Département de médecine translationnelle et neurogénétique,

Institut de génétique et de biologie moléculaire et cellulaire
(IGBMC), 1, rue Laurent Fries, BP 10142, 67404 IlIkirch, France ;

France ;

France ;

2Inserm, U596, 1, rue Laurent Fries, BP 10142, 67404 Illkirch,

SCNRS, UMR7104, 1, rue Laurent Fries, BP 10142, 67404 lllkirch,

4 Université de Strasbourg, Strasbourg, France ;

5Collége de France, chaire de génétique humaine, Illkirch, France ;

hpuccio@igbme.fr

de comprendre la physiopathologie de la
maladie et de valider des modeles murins
d’étude préclinique [4]. Les consé-
quences physiopathologiques du déficit
en FXN sont un déficit en centres Fe-S, un
dysfonctionnement mitochondrial global
avec diminution de la production d’ATP
et accumulation de fer mitochondrial,
une dérégulation de ’lhoméostasie du fer
cellulaire, ainsi qu’un stress cellulaire
(Figure 1).

A I’heure actuelle, aucun traitement
n'est disponible pour les patients
atteints d’ataxie de Friedreich, et les
stratégies thérapeutiques dévelop-
pées ciblent principalement les consé-
quences secondaires du déficit en FXN
en utilisant des chélateurs du fer ou
des anti-oxydants ; plus récemment,
certaines approches visent a augmenter
la quantité de FXN dans les cellules en
agissant sur les marques épigénétiques
pour ouvrir la chromatine, ou en sta-
bilisant la protéine [5]. Une troisiéme
approche, la thérapie génique, consiste
a délivrer dans les cellules d’intérét une
séquence d’acide nucléotidique théra-
peutique au moyen d’un vecteur viral
modifié. Cette approche est particulie-
rement prometteuse pour les maladies
autosomiques récessives a évolution
postnatale lente telles que I'ataxie de
Friedreich. €n effet, tous les patients
ont un taux cellulaire résiduel de FXN —
entre 5 et 30 % du niveau normal — et
une augmentation modérée de celui-ci
devrait étre thérapeutique. €n effet,
les porteurs sains hétérozygotes de la
mutation n’expriment qu’environ 50 %
du niveau normal de FXN. De plus, ce
taux résiduel de FXN chez les patients

laisse supposer une faible probabilité
de réponse immunitaire contre la pro-
téine exogene thérapeutique, ce qui
est un élément important a prendre en
compte dans la conception d’un essai
clinique. Les vecteurs viraux recombi-
nants dérivés des virus adéno-associés
(AAV) sont des outils de choix pour le
transfert d’un gene thérapeutique in
vivo : ce sont des virus non enveloppés
a ADN simple brin de la famille des
parvoviridae, qui infectent aussi bien
les cellules mitotiques que post-mito-
tiques comme les cardiomyocytes et les
neurones. Les AAV ne sont pas patho-
genes pour I"homme et seul un tres
faible pourcentage d’entre eux s’inté-
greront dans le génome nucléaire [6].
De nombreux sérotypes d’AAV ont été
décrits, mais I’AAVrh10 notamment per-
met un transfert de gene thérapeutique
efficace dans les cellules cardiaques
et neuronales des ganglions dorsaux
rachidiens, les deux principales cibles
d’intérét dans "ataxie de Friedreich.

Preuve de concept chez I’animal

de I’efficacité d’une thérapie génique
dans ataxie de Friedreich

Au cours de notre étude [7], nous avons
développé une approche de thérapie
génique pour le traitement de la car-
diomyopathie hypertrophique associée
a 'ataxie de Friedreich. Le modeéle était
celui des souris MCK, chez lesquelles
I’inactivation conditionnelle du géne
de la frataxine reproduit I"essentiel
des caractéristiques de la pathologie
cardiaque des patients, bien que plus
sévere, ainsi que les caractéristiques
physiopathologiques et biochimiques de
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Figure 1. Conséquences cellulaires cardiaques du déficit en FXN. Le déficit induit des dysfonctions biochimiques, métaboliques et fonctionnelles

responsables de la perte de fonction et de survie des cellules cardiaques dans le modele murin conditionel cardiaque. Uinactivation du gene

FXN est induite par la délétion conditionnelle basée sur le systéme Cre-LoxP de I’exon 4, spécifiquement dans les cellules musculaires striées (la

recombinase est sous le contrdle du promoteur du gene codant pour la créatine kinase musculaire [MCK]). Le niveau cellulaire en FXN murine

(mFXN) est nul dans les cellules exprimant la recombinase, modélisant la maladie sous une forme plus séveére que chez les patients atteints

d’ataxie de Friedreich, qui conservent un niveau résiduel en FXN. Le déficit en FXN induit un déficit dans la biosynthése des centres fer-soufre (Fe-

S), et donc de toutes les enzymes dépendant de cette voie. Ceci entraine une diminution de la chafne respiratoire et du cycle de Krebs, et donc une

réduction de la production d’ATP et de NAD(P)H. Ce déficit bioénergétique a de multiples conséquences dont (1) la dysfonction et la prolifération

des mitochondries par compensation, (2) "altération de I’activité contractile des cardiomyocytes, que ce soit au niveau des sarcomeres ou du

cycle du calcium, (3) I'induction d’un fort stress cellulaire. €n outre, le déficit en centres Fe-S induit le basculement de 'aconitase cytosolique, qui

est une enzyme a centre Fe-S, vers sa forme IRP1 (iron responsive protein 1). IRP1, par une régulation traductionnelle, induit I"entrée cellulaire du

fer (Fe), qui est alors importé dans les mitochondries ol son accumulation provoque des dépdts de fer. Ces différents phénomenes pathologiques

aboutissent a terme a une dysfonction globale puis a la mort cellulaire.

la pathologie humaine [8] (Figure 1).
Ces souris sont asymptomatiques a
trois semaines de vie, et développent
une dysfonction systolique et une
hypertrophie suivie d’une dilatation du
ventricule gauche dés cing semaines.
Cette cardiomyopathie évolue en
une insuffisance cardiaque vers sept
semaines, entrafnant un décés préma-
turé avant 12 semaines (une souris vie
normalement 2 a 3 ans).

Dans un premier temps,
traité une cohorte de souris MCK agées

nous avons
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de trois semaines par une injection
intraveineuse de 5 x 10'3 vecteurs
génomes/kg du vecteur thérapeutique
AAVrh10.CAG-hFXN, exprimant la fra-
taxine humaine (hFXN) sous le contrdle
d’un promoteur fort et ubiquitaire. Ce
traitement, pendant la période pré-
cédant les symptomes, a permis non
seulement de prévenir le développement
de la cardiomyopathie, mais aussi celui
de toutes les anomalies cellulaires et
biochimiques jusqu’a 35 semaines d’Gge
(date du sacrifice de la cohorte pour

analyses histologiques, biochimiques et
moléculaires) et au-dela de un an (pour
un petit nombre de souris) (Figure 2).

De facon spectaculaire, le traitement
des souris MCK Ggées de sept semaines,
donc déja attteintes d’insuffisance car-
diaque avancée, a permis une correction
progressive de la fonction contractile,
du débit cardiaque et du remodelage
du ventricule gauche entre sept et
14 semaines jusqu’a leur normalisation,
puis leur stabilisation complete jusqu’a
22 semaines. La nette amélioration de la

843



844

Vecteur thérapeutique

AAVrh10.CAG-hFXN ©

Normalisation de I’entrée

/ <--___ cellulaire du fer

S

IRPL—p

Mitochondrie

ﬁ

Activité
enzymes Fe-S T

hFXN

. Chaine respiratoire
-

Biosynthése T
v 1

Restauration flux calciques
et contractilité sarcomeres

_>Normalisution fonction

Correction
. stress cellulaire

Synthése
protéine
hFXN

et biogeneése mitochondriales = et fonctions

&
Membrane
S & \ S cellulaire
\
\
\
\
\
Transduction
1 cardiomyocyte
\
Correction \
survie \
cellulaires \ Noyau

ARNm codant hFXN

AN
” Yo %Y ,2 ARNm codant mFXN
o8 0% 0% . non fonctionnel

‘o

Gene Fxnl—> E1NED) EIEE(’E’

loxP loxP

Figure 2. Conséquences de I’administration du vecteur AAVrh10.CAG-hFXN in vivo chez la souris MCK. Le vecteur permet d’apporter une copie

fonctionnelle du gene hFXN dans les cellules cardiaques affectées et de corriger les altérations biochimiques, bioénergétiques et fonctionnelles

associées au déficit en mFXN. Le vecteur viral recombinant AAVrh10.CAG-hFXN est constitué de la caspide virale du sérotype AAVrh10 et porte une

cassette d’expression thérapeutique codant pour la FXN humaine (hFXN) sous le contrdle du promoteur fort et ubiquitaire CAG. Aprés adminis-

tration intraveineuse, ce vecteur est capable de transduire efficacement les cardiomyocytes des souris MCK, c’est-a-dire d’entrer dans la cellule

ou I’ADN thérapeutique sera libéré dans le noyau pour y étre transformé en ADN double brin épisomique et concatemérisé, permettant ainsi son

expression. La hFXN thérapeutique ainsi produite induit la restauration de la biosynthese des centres Fe-S et la correction de I"activité des enzymes

a centre Fe-S. Ceci permet, d’une part, la restauration de la respiration mitochondriale et, par extension, la normalisation de la fonction et de la

biogenése mitochondriales, et, d’autre part, I"activation de I’aconitase cytosolique et la normalisation du métabolisme du fer (Fe). La correction

du statut bioénergétique des cellules cardiaques permet une normalisation progressive de la fonction et de la survie cellulaires.

fonction cardiaque, évaluée par écho-
cardiographie, seulement une semaine
apres I'administration du vecteur, a
été corrélée a une expression substan-
tielle de hFXN, la correction partielle de
Iultrastructure des sarcomeres et des
mitochondries, ainsi que I"augmenta-
tion, puis la correction, de 'activité des
enzymes a centre Fe-S. De méme, les
biomarqueurs relatifs a I"hypertrophie
cardiaque (les myosines o et 3, I'actine
a, et des facteurs de transcription car-
diaques tels que GATA4), la signalisation
neuro-hormonale (ANP [atrial natriu-
retic peptide], BNP [brain natriuretic
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peptide]), la fibrose (collagénes de type
1 et 3) et au cycle du calcium (SERCA24
[sarco/endoplasmic reticulum Ca®*
ATPase]), ont tous été normalisés pro-
gressivement dans les semaines suivant
le traitement (Figure 2). Aucun phé-
nomeéne de toxicité cardiaque ou péri-
phérique associé au traitement et a la
surexpression de la hFXN n’a été mis en
évidence. Ces résultats démontrent pour
la premiére fois une correction compléte
du phénotype cardiaque et biochimique
dans un modele murin d’ataxie de Frie-
dreich par une approche de thérapie
génique.

Perspectives dans I’ataxie

de Friedreich humaine

Notre étude établit la preuve de
concept de la pertinence et de I’effi-
cacité de la thérapie génique in vivo
pour le traitement de la cardiomyopa-
thie associée a I’ataxie de Friedreich,
non seulement a visée préventive, mais
surtout curative. De plus, nos résultats
indiquent que les cellules déficientes
en FXN peuvent étre corrigées méme
a un stade trés avancé ou dominent
les altérations biochimiques, struc-
turales et fonctionnelles, démontrant
une plasticité importante des cellules



cardiaques. Nous supposons que cette
efficacité thérapeutique repose a la fois
sur la rapidité d’expression de la hFXN
thérapeutique induite par le vecteur
AAVrh10 ainsi que sur la nature hau-
tement dynamique des mitochondries,
dont le turnover est tres rapide, per-
mettant une sélection rapide des mito-
chondries fonctionnellement corrigées
[9]. Cette possibilité de correction des
cellules cardiaques est particulierement
importante dans un contexte clinique,
puisque les patients ne seront pas trai-
tés en phase pré-symptomatique dans
les premiers essais. Afin de transposer
cette approche en clinique, plusieurs
études sont en cours (1) pour déter-
miner I’efficacité du vecteur AAVrh10.
CAG-hFXN en fonction de sa concen-
tration (effet dose-réponse), et (2)
pour optimiser I’efficacité et I'innocuité

du mode d’administration chez le gros
animal plus proche de la physiologie
humaine. Nous continuons nos efforts de
développement dans le laboratoire afin
d’évaluer une approche similaire sur les
symptdmes neurologiques. ¢

Toward gene therapy for Friedreich
ataxia-associated cardiomyopathy
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Production de rétines in
vitro a partir de cellules
pluripotentes humaines

Un nouvel outil thérapeutique

Sacha Reichman, José-Alain Sahel, Olivier Goureau

> La rétine, tissu sensoriel qui tapisse
le fond de I'ceil, est composée d’une
monocouche de cellules épithéliales
(épithélium pigmentaire rétinien, EPR)
et de la neurorétine, qui comprend
six types majeurs de neurones orga-
nisés de fagon stratifiée. Cette der-
niere permet la conversion du signal
lumineux en signal électrique par les
photorécepteurs, et le message est
transmis jusqu’aux cellules ganglion-
naires dont les axones se regroupent
pour former le nerf optique qui ache-
mine I"information vers le cerveau.
La cécité consécutive aux maladies
dégénératives de la rétine, telles que
les rétinopathies diabétiques ou héré-
ditaires, la dégénérescence maculaire
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liée a I"age (DMLA) et le glaucome,
se caractérise principalement par une
perte progressive des photorécepteurs,
de I’EPR ou des cellules ganglionnaires.
Si les techniques de diagnostic ont
permis d’améliorer considérablement la
classification de ces maladies, I"arse-
nal thérapeutique est toujours tres
insuffisant. Des approches alternatives
aux traitements pharmacologiques
classiques voient le jour telles que
les thérapies génique, cellulaire ou
prothétique, et restaurer une fonction
visuelle perdue apparait comme un des
défis majeurs de la médecine actuelle.
Dans ce contexte, la thérapie cellulaire
constitue une des approches les plus
prometteuses [1]. Les cellules souches
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pluripotentes humaines, telles que les
cellules souches embryonnaires ou les
cellules pluripotentes induites (cellules
iPS, induced pluripotent stem cells),
capables de proliférer indéfiniment en
culture tout en gardant leur capacité
de différenciation, représentent une
ressource potentiellement illimitée de
cellules rétiniennes pour la transplan-
tation [8]. Un ensemble de travaux
récents rapportent la production de
photorécepteurs et des cellules de ’EPR
a partir de cellules iPS humaines [2, 3].
Cependant, ces méthodes apparaissent
peu compatibles avec une large pro-
duction de cellules d’intérét théra-
peutique. Leur faible efficacité, leur
complexité, I'utilisation de composés
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