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Transfert a I'aide d’un vecteur adénoviral
d’'un minigéne de dystrophine
dans des muscles de souris dystrophiques mdx

La myopathie de Duchenne, décrite
par le physiologiste francais qui lui a
donné son nom dans les annéces
1860, a ¢té la premiere maladie héré-
ditairc dont lc geéne a été localisé par
la méthode du clonage positionnel [1]
consistant a identifier le géne muté
responsable d’une maladie avant de
connaitre la protéine pour laquelle il
code. Cette maladie, particulierement
pénible et dévastatrice, cst relative-
ment fréquente (1 garcon sur 3 500).
Elle sc caractérise par la perte pro-
gressive de la force musculaire vers
4-5 ans, la détérioration des muscles
entrainant vers 11-12 ans I’obligation
d’utiliser un fauteuil roulant et abou-
tissant a la mort par insuffisance res-
piratoirc ou cardiaque vers 20 ans.
Cette maladic monogénique remplit
les critéres nécessaires pour que on
cnvisage son traitement par thérapie
génique. Le getne en cause (s’éten-
dant sur 2,3 millions de paires de
bascs) a ¢té localisée en Xp21 par
plusicurs équipes. L’ADNCc et la pro-
téine correspondante, la dystrophine,
absente chez la plupart des myopa-
thes de Duchenne, ont été mis en
évidence [2-4]. Les organcs touchés
par la maladie sont connus : les mus-
cles squelettiques, le cceur, les mus-
cles lisses et, probablement impliqué,
le systeme nerveux. Il n’existe pas de
traitement cfficace connu. De plus, le
diagnostic prénatal ne permet pas de
prévenir les cas de néomutation, par-
ticulicrement fréquents dans cctte
affection (1/3 des cas). Enfin, I’cxis-
tencc de modeles animaux (souris
mdx ct chien amd), chez lesquels la
protéine équivalentc a la protéine
humaine est également absente, per-
mct de tester efficacité des thérapeu-
tiques proposées.

Des traitements non spécifiques
comme l’injection de glucocorticoides
produisent des effets trés réduits. Du
fait de la nature de la dystrophine (il
s’agit d’'unc protéine structurale cyto-
plasmique [5] expriméec a la mem-

branc des fibres musculaires), des
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traitements permettant de fournir la
protéine absente ne sont pas réalisa-
bles. Différentes approches ont donc
été tentées pour corriger le défaut
génétique directement au niveau de
ADN, puisque la fonction de la
protéine et la physiopathologie de la
maladie ne sont pas suffisamment
comprises pour envisager d’autres
niveaux de traitement qui agiraient
sur les conséquences de ce défaut.

La premiere approche a été¢ la greffe
de myoblastes hétérologues provenant
de donneurs normaux [6]. Les cellu-
les sont ensuite injectées dans le mus-
cle du patient. Les myoblastes trans-
plantés peuvent fusionner avec les
myoblastes du malade et participent
a la régénération des fibres muscu-
laires en produisant la dystrophine
manquante. Dans les expériences thé-
rapeutiques tentées chez ’homme, le

nombre de fibres pouvant exprimer
la dystrophine atteint environ 30 %
et on ne constate pas systématique-
ment d’amélioration de la force mus-
culaire. De plus, les obstacles tech-
niques sont importants : nombre
élevé de myoblastes a injecter, ampli-
fication des cellules in witro, rejet de
greffe impliquant des traitements
immunosuppresseurs. Une alternative
est étudiée qui consisterait a utiliser
des cellules prélevées chez le patient
lui-méme et traitées ex vivo pour leur
transférer le géne normal de la
dystrophine par différentes techniques
[7]. Le probleme est de prélever les
cellules souches du patient (les cellu-
les satellites) avant qu’elles n’aient
perdu leur potentiel de division au
cours des cycles de nécrose-
régénération qui se produisent chez
les myopathes. Les muscles profonds
et le cceur ne sont de toute facon pas
accessibles par cette stratégie. Un
second type de thérapie génique a été
tenté chez la souris mdx par I’équipe
de J.A. Wolff [8]. Elle consiste a
introduire le gene de la dystrophine
par injection de 'ADN nu dans le
muscle. Bien que I’expression persiste
plusieurs mois dans les fibres muscu-
laires, le faible pourcentage de trans-
fert obtenu (environ 1 % des fibres)
rend cette technique inutilisable pour
Iinstant.

Les adénovirus possedent des proprié-
tés extrémement intéressantes pour le
transfert de genes in vivo [9]. Ces
virus sont stables et des titres parti-
culierement élevés peuvent étre obte-
nus. Ils peuvent, contrairement aux
rétrovirus, infecter des cellules post-
mitotiques telles que les myotubes et
peuvent enfin infecter de nombreux

Figure 1. A. Détection par immuno-
fluorescence de la minidystrophine
dans un muscle de souris mdx,
trois mois apreés l'injection d'une
suspension d’adénovirus recombi-
nants contenant I'ADNc de Ila
minidystrophine sous contréle du
LTR du virus du sarcome de Rous.
B. Réaction obtenue sur le méme
muscle, avec un anticorps dirigé
contre le domaine central de la
dystrophine, absent dans Ila
minidystrophine. C. Muscle de sou-
ris normale, D. Muscle non injecté
de souris mdx. Noter la présence
d'une fibre révertante (fleche).
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organcs, dont les muscles et le coeur
[10], et autoriser un mode de déli-
vrance systémique. Ce point est par-
ticulierement important dans le cas
de la maladie de Duchenne qui
affecte tous les muscles, puisque
I'issue de cette maladie dépend sur-
tout de I’atteinte des muscles respi-
ratoires et cardiaque qui ne sont pas
accessibles par injection locale. Des
adénovirus recombinants non réplica-
tifs ont été utilisés pour transférer
plusieurs geénes avec succes chez
I'animal dans un but de vaccination
ou de thérapie génique [11-13].
Aucun effet secondaire n’a été détecté
a cette occasion. Bien que le génome
de ces vecteurs adénoviraux non
réplicatifs semble persister majoritai-
rement sous forme extrachromosomi-
que, il a été démontré que I’expres-
sion des genes ainsi transférés pou-
vait étre obscrvée pendant de longues
périodes dans le foie et les muscles
squclettiques [10, 11, 14].

Dans un article récemment publié
dans Nature, Ragot et al., dans le
cadrc d’un travail coopératif entre les
laboratoires de Michel Perricaudet
(CNRS, IGR, Villquif, France),
Axcl Kahn, Jean-Claude Kaplan et
Pascale Briand (INSERM et Assis-
tante publique, ICGM, Paris,
France), et J. Cartaud (CNRS, Ins-
titut Jacques-Monod, Paris, France),
ont démontré qu’un vecteur adéno-
viral permettait aussi de transférer un
geéne codant pour une dystrophine
dans des muscles de souris mdx défi-
cients en cette protéine [15]. Ils ont
utilisé un ADNc de 6,3 kpb codant
pour une mini-dystrophine, cloné
chez un malade 4gé de 61 ans qui
était atteint d’une forme extrémement
atténuée dec myopathic de Becker
[16]. La bénignité des symptomes
observés chez ce malade suggere que
la minidystrophine synthétisée dans
ce cas conserve une part de la fonc-
tion de la protéine entiere. L’ADNc
codant pour cette mini-dystrophine
est un matériel intéressant car,
comptc tenu de sa taille (14 kb),
’ADNc complet de la dystrophine ne
peut étre intégré dans les vecteurs
existants. Cet ADNc a été cloné sous
le contréle du promoteur présent
dans le LTR (long terminal repeat) du
virus du sarcome de Rous dans un
vecteur viral basé sur 1’adénovirus

humain de type 5. Il est possible de
substituer 7,5 kpb d’ADN exogene
dans le génome viral du fait de la pré-
sence de délétions au niveau de la
région El et une partie de la région
E3. Le virus recombinant portant le
geéne codant pour la minidystrophine
(Ad-RSVmDys) a été obtenu par
recombinaison in wwo. Ce virus est
défectueux pour la réplication dans les
cellules humaines (qui sont les cellu-
les normalement permissives pour la
réplication) et doit donc étre préparé
sur une lignée particuliere de cellules
humaines, les cellules 293 qui complé-
mentent pour la région E1 virale.
Ce virus recombinant a d’abord été
testé in utro sur les cellules 293 et sur
une lignée de myoblastes de souris,
la lignée C2. Ces derniéres peuvent
étre infectées par le virus au stade
myoblaste ou apres fusion cellulaire
lorsque les myoblastes ont fusionné
pour donner des myotubes. Apres
une infection de 48 heures, une pro-
téine de poids moléculaire attendu
(200 kDa) est observée par immuno-
transfert dans les extraits cellulaires,
confirmant I'intégrité de la minidys-
trophine recombinante obtenue.

Le virus recombinant a alors été uti-
lisé pour transférer et exprimer cette
protéine dans les muscles de la sou-
ris mdx. Cette souche de souris pos-
sede une mutation ponctuelle qui
engendre un codon stop dans le gene
de la dystrophine, empéchant la
syntheése de cette protéine. Il peut
cependant se produire des mutations
somatiques conduisant a I’expression
de la dystrophine dans certaines
fibres, mais ce taux de réversion
n’excéde jamais 1 %. Des souriceaux
de 5 et 9 jours ont été injectés dans
le muscle de 'une des pattes arriere
avec des doses d’adénovirus compri-
ses entre 2 et 5 x 10° u.f.p. (unité
formant plaque). De plus, un adéno-
virus recombinant exprimant le géne
rapporteur codant pour la f3-
galactosidase a été injecté dans les
deux pattes (avec Ad-RSVmDys dans
la patte traitée et seul dans la patte
controlatérale). Les animaux ont été
sacrifiés deux semaines a six mois
apres l'injection et les muscles trai-
tés ont été prélevés et coupés.
L’expression du transcrit de la
minidystrophine a été vérifiée par
PCR avec ou sans étape de trans-

cription inverse (pour s’assurer que
les échantillons d’ARN ne sont pas
contaminés par de ’ADN). Si un
signal est effectivement détecté dans
la patte traitée, en revanche, aucun
signal n’est visible dans la patte
témoin qui peut donc étre utilisée
comme témoin interne.

Les études d’immunofluorescence réa-
lisées ont montré que la minidystro-
phine était correctement exprimée au
niveau du sarcolemme des fibres mus-
culaires. Suivant les animaux et les
stocks viraux utilisés, des résultats
compris entre 5 et 50 % de fibres
positives ont été obtenus dans le mus-
cle traité contre moins de 1 % dans
la patte controlatérale (figure I). Les
auteurs ont vérifié, avec un anticorps
reconnaissant la région absente dans
la minidystrophine, que 1’expression
dans la patte traitée était bien le résul-
tat de ’expression de la minidystro-
phine. Moins de 1 % de fibres sont
marquées par cet anticorps aussi bien
dans la patte traitée que dans la patte
controlatérale, ce qui correspond a
I’expression résultant de réversions
somatiques. Dans certaines expérien-
ces, le muscle (3 2 4 mm de long) a
été sectionné en totalité et les différen-
tes sections examinées montrent que
la méme proportion de fibres positi-
ves est observée sur toute la longueur
du muscle, du fait de la diffusion du
virus sur une certaine distance.
L’expression du gene transféré est par-
faitement stable au moins pendant six
mois. Les animaux ont été injectés
avant le début de la période de
nécrose-régénération qui débute vers
le 15¢ jour apres la naissance et se
poursuit tout au long de la vie de la
souris mdx. Les noyaux des fibres mus-
culaires en régénération ont une loca-
lisation majoritairement centro-
cellulaire alors que celle des fibres nor-
males est périphérique. Chez les sou-
ris sacrifiées trois et six mois apres
Iinjection, une majorité de fibres pos-
sedent des noyaux périphériques dans
le muscle de la patte injectée alors que,
dans la patte controlatérale, on observe
’aspect de fibres en régénération. De
plus, la présence de [B-galactosidase
n’est observée que dans le muscle
traité, indiquant probablement une
protection vis-a-vis du processus de
nécrose-régénération des fibres expri-
mant le gene thérapeutique.
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En conclusion, ce travail démontre
qu’ll est possible de transférer et de
faire exprimer un geéne codant pour
une minidystrophine fonctionnelle
dans une proportion importante des
fibres du muscle injecté. Il reste a
démontrer la possibilité d’obtenir le
méme résultat par une injection systé-
mique du vecteur adénoviral. Par ail-
leurs, il faudra ensuite passer au
modele canin — le chien cxmd qui,
contrairement a la souris, est tres
affecté par I’absence de dystrophine et
qui présente un modele de la maladie
tres proche de la myopathie humaine
— afin de vérifier I'efficacité thérapeu-
tique d’une telle approche.

De nombreux problemes devront
cependant étre résolus avant d’envi-
sager de traiter des malades par une
telle méthode. Les obstacles sont dus
soit au transgéne lui-méme, soit au
vecteur. Quelles sont les conséquen-
ces de l’expression ectopique de la
dystrophine ? Le systtme immuni-
taire répondra-t-il contre les cellules
exprimant la dystrophine chez des
malades ou celle-ci était complete-
ment absente avant la thérapie ? Dif-
férents problemes portent également
sur les aspects de sécurité du vecteur
adénoviral. Il faut ainsi évaluer les
risques liés 2 la présence du génome
viral dans les cellules de ’organisme
ciblées par le virus (effet de I'expres-
sion éventuelle de protéines virales
s’exprimant malgré tout avec le
transgene, possibilité de rares événe-
ments d’intégration du génome viral).
Peut-l y avoir une réplication virale
par exemple par surinfection des cel-
lules traitées avec un virus recombi-
nant ? Quelle sera la réponse immu-
nitaire si des injections répétées de
virus sont utilisées ? Enfin, le vecteur
adénoviral utilisé ici ne peut accep-
ter que 7,5 kpb d’ADN exogene.
Clairement, si une thérapie génique
est proposée, 1l faudra utiliser le gene
codant pour la protéine complete, en
tous points comparable 2 la protéine
normale. Pour cela, 1l faudra dispo-
ser d’un vecteur adénoviral pouvant
accepter environ 12 kpb. Il est en
principe possible de déléter comple-
tement tous les geénes viraux et de
libérer une place correspondant 2
30 kpb. Mais, en contre-partie, le
vecteur devra étre amplifié sur une
lignée cellulaire complémentant les

produits des geénes viraux ou étre cul-
tivé en présence d’un virus auxiliaire
codant pour les génes viraux absents.
Cette méthodologie pose a son tour
de nombreux problemes. Les répon-
ses a ces problemes et leurs parades
éventuelles sont étudiées.
Néanmoins, les résultats obtenus
ouvrent l’espoir que des maladies
totalement incurables actuellement
solent un jour traitées par une thé-
rapie génique utilisant des vecteurs
viraux présentant un niveau maxi-
mum de sécurité pour les malades.
Thierry Ragot,
Nathalie Vincent
Héléne Gilgenkrantz
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