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Introduction

Les dystrophies musculaires ont été décrites pour la premicre fois en 1860 par Charles Bell, qui
a pu observer le déclin progressif des fonctions musculaires chez des patients. Ce groupe de
myopathies englobe des pathologies génétiques provoquant une faiblesse de tout le systéme
musculaire. Elles sont la conséquence d’un défaut qualitatif ou quantitatif d’une protéine : la
dystrophine, ce qui entraine la mort des tissus musculaires a plus ou moins long terme. Parmi
les neufs dystrophies musculaires humaines recensées a ce jour, la Dystrophie musculaire de
Duchenne est la plus sévére et courante. Elle doit son nom au neurologue frangais Guillaume
Duchenne, qui observa ces atteintes musculaires chez 13 garcons a la fin du XIX®™ siécle.
Jusqu’a ce jour, de nombreuses recherches ont été réalisées afin de traiter cette pathologie.
Néanmoins, il n’existe toujours pas de traitement curatif de la maladie. La prise en charge
consiste alors a retarder I’avancée de la maladie, et soulager le patient.

Depuis les années 1970, de nouvelles thérapeutiques ont émergé au sein du milieu scientifique.
Ces thérapeutiques, appelées thérapies innovantes sont issues de produits biologiques. Ces
thérapeutiques sont constituées de la thérapie cellulaire, de la thérapie génique, de I’ingénierie
tissulaire ainsi que de la thérapie combinée. La thérapie cellulaire repose sur le principe de
greffer des cellules vivantes afin de restaurer la fonction d’un tissu ou d’un organe. De
nombreuses études sont en cours afin de proposer une thérapie cellulaire en traitement dans la
dystrophie musculaire de Duchenne.

Récemment, dans le cadre de la thérapie cellulaire, les chercheurs se sont intéressés de plus en
plus aux vésicules extracellulaires sécrétées par les cellules greffées. Ces vésicules sont
sécrétées par tous les types cellulaires et possédent un role trés important dans la
communication intercellulaire. De nombreuses études se penchent sur le role des vésicules
sécrétées par les cellules apres leurs greffes puisque dans certains traitements de thérapie
cellulaire, les cellules greffées meurent mais 1’effet thérapeutique perdure.

C’est dans cette optique que nous nous sommes intéress€s aux sécrétions vésiculaires d’un
produit de thérapie cellulaire a 1’étude actuellement dans la dystrophie musculaire de
Duchenne : les cellules hMuStem. Ce produit de thérapie cellulaire est étudié au sein du
laboratoire UMR 703 INRA/Oniris de Nantes.

Dans une premiere partie qui sera dédiée aux généralités, nous aborderons la pathologie de la
dystrophie musculaire de Duchenne, a travers sa physiopathologie, la prise en charge des
patients, mais également les recherches cliniques en cours. Nous étudierons dans un second

temps le principe de la thérapie cellulaire ainsi que le concept de thérapie a base de vésicules
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extracellulaires. Dans la troisiéme et derniére partie, nous discuterons des travaux réalisés en
laboratoire concernant I’étude des vésicules extracellulaires de cellules hMuStem dans un
contexte de muscle dystrophique. Les résultats préliminaires seront présentés ainsi que les

perspectives du projet de recherche global.
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Généralités
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1 Dystrophie Musculaire de Duchenne

La Dystrophie Musculaire de Duchenne (DMD) a été décrite durant les années 1860
Aujourd’hui, c’est la plus fréquente et sévere des dystrophies. Cette pathologie est liée a une
mutation du géne de la dystrophine localisé¢ sur le chromosome X (locus p21) et posséde une
incidence de 1-9 pour 100000 naissances. La DMD affecte principalement les gargons, du fait
de la localisation de la mutation sur le chromosome X, avec une incidence a la naissance de
1/3300 garcons?.

Le geéne de la dystrophine est le géne le plus long connu chez I’Homme, avec une occupation
de 0,1% du génome humain total. Il possede une longueur d’environ 2500 kilobases, et est

transcrit en un ARN messager (ARNm) de 14 kilobases contenant 79 exons>~>.

Le géne DMD et la protéine dystrophine ont été identifiés dans les années 1986 et 198758, 11

existe cinq isoformes de dystrophine résultant de différents épissages alternatifs, et les formes

les plus longues sont les plus abondantes et situées au niveau des muscles striés squelettiques

et cardiaque’. La forme la plus courante est la plus longue, appelée Dp247. Elle est localisée

sous la membrane cellulaire au sein des fibres squelettiques ou elle assure un role de maintien

de la structure du cytosquelette. Les filaments d’actine et le sarcolemme sont reliés par la

dystrophine ainsi que par un complexe de protéines associées a la dystrophine, appel¢ CAPD

(Complexe des Protéines Associées a la Dystrophine)!® (Figure 1). Le CAPD traverse la

membrane et est reli¢ a la matrice extracellulaire. Il est composé de différents types de protéines

intracellulaires (syntrophines, NO synthase neuronale), transmembranaires (B-dystroglycanes,

sarcoglycanes et sarcospanes) et extracellulaires (alpha-dystroglycane et laminine 2)%!!.

D’un point de vue de sa structure, la dystrophine peut étre divisée en quatre parties”™> 14 :

- Une partie N-terminale li¢e a I’actine

- Une partie centrale constituée de 25 répétitions de segments proches de la spectrine en
triple hélice avec quatre régions charniéres

- Une partie riche en cystéine composée d’un domaine WW, de deux domaines EE-hand-
like de fixation au calcium ainsi que d’un domaine ZZ permettant la liaison au CAPD
via le B-dystroglycane

- Une partie C-terminale se liant aux syntrophines
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Figure 1 : Représentation schématique de la dystrophine sous la membrane cellulaire
musculaire"
La dystrophine est reliée a l’actine, au sarcolemme et au CAPD. Extrait de « Avancées dans

les dystrophies de Duchenne et Becker », AFM-Téléthon, Juin 2019.

La dystrophine intervient dans plusieurs processus physiologiques. Son premier role consiste
en un maintien de la stabilit¢ de la membrane cellulaire durant les cycles de
contraction/relaxation des fibres musculaires. Elle posséde également un role dans le maintien

de différentes fonctions métaboliques telles que I’homéostasie calcique, la production d’ATP
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par les mitochondries, mais ¢galement dans certaines cascades de signalisation impliquées dans

la régulation des canaux calciques par exemple’.

Une mutation intragénique peut entrainer un changement du cadre de lecture, avec la formation
d’un codon STOP de manicre prématurée. Ces mutations peuvent entrainer la formation d’une
dystrophine non fonctionnelle ou tronquée, comme dans la Dystrophie Musculaire de Becker
(DMB). Elles peuvent également engendrer une absence de dystrophine, ce qui est le cas dans

le Dystrophie Musculaire de Duchenne.

En janvier 2019, un nouveau registre Frangais financé par I’AFM-T¢léthon a été créé afin de
recenser les données génétiques et cliniques des patients atteints de DMD et de DMB!?. 11 est
constitué de données rétrospectives et de données prospectives avec, dans un premier lieu les
données des patients de 1’Hopital Necker a Paris, ainsi que du C.H.U. de Montpellier. Il y sera

ajouté également les données de 1’ancien registre appelé UMD-DMD!>-16,

1.1 Physiopathologie et présentation clinique

L’absence de dystrophine dans la Dystrophie Musculaire de Duchenne a plusieurs
conséquences. En effet, cette absence entraine une fragilité et une porosité de la membrane
cellulaire!”'®. 11 y a une dysrégulation de I’homéostasie calcique avec une augmentation de la
concentration en calcium cytosolique. Cela entraine une plus forte quantité d’espéces réactives
de Ioxygene, mais aussi une surexpression de protéases calcium-dépendantes ainsi que la
production d’espéces réactives oxygénées (ROS)'Y. Les fibres musculaires sont alors plus
sensibles a la nécrose et il a été montré la corrélation entre 1’amplitude du stress mécanique et
les dommages infligés a la membrane?®2!.

L’absence de dystrophine induit également une augmentation de I’activité des canaux mécano-
sensibles et canaux TRP (Transient Receptor Potential). Il y aura alors une entrée massive de

calcium dans la fibre musculaire ce qui aura pour conséquence d’induire une hyper-contraction

des fibres musculaires aboutissant a une rupture de celles-ci*.

Le CAPD qui est couplé a la dystrophine a un role majeur dans les voies de signalisation,
notamment a travers les voies des MAP-Kinases (MAPK). Son absence a donc des

conséquences sur la phosphorylation des protéines MAP?*. Cette absence induit aussi une perte
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de I’isoforme neuronale de la NO synthase (nNOS) au niveau de la membrane. La diminution
de cette isoforme, qui est la plus abondante, va conduire a une altération de la réponse a
I’activation du récepteur o-adrénergique et donc une diminution de la vasoconstriction®*. Cette
diminution favorise une ischémie lors d’un effort musculaire. De plus, le manque de
dystrophine provoque une rupture dans la liaison de la laminine aux dystroglycanes. Cela a
pour conséquences une inhibition de la protéine Aktl ou Protéine Kinase B, ce qui induit une
perte de la survie de la cellule musculaire. La production d’espéces réactives oxygénées est
augmentée en absence de dystrophine, ce qui aboutit a ’activation du facteur de transcription
NF-xB et donc active les voies de signalisation de 1’inflammation, de la fibrose ainsi que de

Iatrophie?>%6,

Ces exemples de conséquences de 1’absence de dystrophine font partie d’un cercle vicieux,
puisque le manque de cette protéine aboutit & une perméabilisation de la membrane. La
concentration en calcium cytosolique est augmentée et un pompage actif est mis en place pour
y pallier. Ce dispositif actif arrive ensuite a saturation, le calcium cytosolique augmente ce qui
active la phospholipase A2 (PLA2), et aboutit a une production d’especes réactives oxygénées,
augmentant d’autant plus la perméabilité membranaire. Le calcium cytosolique est également

capté par la mitochondrie qui finira par étre saturée et induira une apoptose ou une nécrose*>->’

(Figure 2).

15



-

Contraction

4
N Ouverture des
canaux TRP

A4

™ [Ca?)c

Capture du Ca?* par ™ Activité de

la mitochondrie

Y

la calpaine

N Activité de la
phospholipase

A4

\ 4

|
|
v Protéines du réticulum
A ROS sarcoplasmique endommagées
|
l Peroxydation
l des lipides
v

N Perméabilité
membranaire

J Sensibilité des
myofibrilles au Ca?*

Réduction du

5

potentiel
membranaire

|/

J [Ca?*] tétanique

1
v

N Perte de
Créatinine Kinase

- - -

Figure 2 : Voies impliquées dans les lésions musculaires causées par un étirement
musculaire’

[Ca’**]ic : concentration de calcium intra-cellulaire ; TRP : Transient Receptor Potential,
modifié d’apres Allen et al., 2005.

Ce cercle vicieux induit une apoptose des cellules musculaires. Le tissu est infiltré par différents

types cellulaires immunitaires du fait de I’inflammation locale, dont des lymphocytes T CD8+
cytotoxiques sécrétant de la perforine®?’.
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Le tissu musculaire est également infiltré par des macrophages M1 et M2 (pro- et anti-
inflammatoire respectivement). Les macrophages M1 interviennent durant la phase aiglie du
cycle de « dégénérescence/régénération », en stimulant la lyse des fibres musculaires avec une
sécrétion d’oxyde nitrique (NO). Les macrophages M2 interviennent, eux, pendant les phases
ultérieures (régénérative et progressive) en sécrétant de 1’arginase, qui provoque la régénération
des fibres®".

Les macrophages vont sécréter de la métalloprotéase 9, une enzyme protéolytique, qui va
aggraver le phénotype dystrophique. En effet, cela perturbe ’homéostasie tissulaire avec une
dégradation du B-dystroglycane provoquant une rupture entre la Matrice ExtraCellulaire (MEC)
et la membrane®!. Il a été montré qu’une inhibition de MMP-9 chez le modéle de souris
dystrophique (souris mdx*?%) provoque une augmentation de la régénération musculaire et une
diminution de I’inflammation et nécrose®.

Les polynucléaires neutrophiles entrent aussi dans ce cycle de « dégénérescence/régénération ».
IIs sécretent du MBP-1, un facteur de transcription ayant pour résultante une augmentation de
la fibrose tissulaire. De la méme maniére il a ét¢ montré qu’une inhibition de ce facteur, ou
encore des polynucléaires neutrophiles sur des souris mdx a pour effet d’induire une réduction

de la lyse et de la fibrose des muscles striées squelettiques et cardiaque’®.

Chez les patients atteints de DMD, un épuisement du stock de cellules satellites est observé®’.
Ces cellules sont des précurseurs myogéniques endogenes quiescentes et sont activées dans des
phénomenes de régénération musculaire. De plus, ces cellules satellites subissent un
raccourcissement des télomeres 14 fois plus important qu’une cellule provenant d’une personne
saine®®. Il y a également une perturbation de la division asymétrique puisque la diminution de
la dystrophine induit une diminution de 1’expression de Mark 2, une sérine-thréonine kinase, a
travers la diminution de leur liaison. Cela provoque une diminution de la division asymétrique
et donc une baisse des précurseurs musculaires disponibles pour la régénération.

Par ailleurs, I’infiltrat lymphocytaire et macrophagique sécréte une quantité importante de

TGFB-1 qui conduit a une inhibition de la différenciation myogénique*®*!.

Tout ceci amene au fur et a mesure une fibrose des tissus. Les myoblastes sont reprogrammeés

en un phénotype pro-fibrotique et le tissu musculaire est progressivement remplacé par du tissu

collagénique et adipeux***. Cela provoque alors la perte progressive de la fonction musculaire.
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La DMD est une maladie génétique liée au chromosome X et récessive. Elle touche
majoritairement les gargons. Le plus souvent, la mére porte I’anomalie sur 'un de ses
chromosomes X, ce qui constitue un risque de 50% de transmission. Dans un tiers des cas, la

mutation responsable de la DMD est spontanée chez ’enfant**

. Lorsque la maladie est connue
dans la famille, il est recommandé de profiter de conseil génétique en consultation spécialisée
dans un centre de référence.

I1 est possible d’avoir recours au diagnostic préimplantatoire lors d’une fécondation in vitro
afin de sélectionner les embryons avant I’implantation dans 1’utérus, et ce, dans un centre agréé
(Paris, Strasbourg, Montpellier). Il est également possible de réaliser un diagnostic prénatal afin
de déterminer si I’enfant a naitre est porteur d’une anomalie génétique du géne DMD. Cet

examen est réalisé¢ au début du second trimestre de grossesse a partir d’ADN extrait du liquide

amniotique ou du tissu qui entoure le feetus**.

La maladie se manifeste rarement avant 1’age de 4 a 5 ans. A partir de cet 4ge, il est observé
une atrophie et une faiblesse des muscles proximaux. L’enfant va commencer a tomber et avoir
du mal a se relever. Il aura également des difficultés a se lever a partir de la station assise et il
présentera les signes de Gowers, ou il doit prendre appui sur ses cuisses avec ses bras pour se
relever® (Figure 3). Il présentera une pseudo-hypertrophie des muscles des jambes ainsi que
des crampes et des douleurs plus ou moins intenses & 1’exercice physique*®.

Vers I’age de 10 ans, I’atteinte du systeme musculaire est telle que 1’enfant commence a perdre
la faculté de marche, et aura donc recours a un fauteuil roulant. Ce fauteuil servira également a
soulager les déformations osseuses que I’enfant présente?’.

Aux alentours de cet age-1a, ’enfant commencera a avoir une atteinte des muscles cardiaque et
lisses. En effet, plus la maladie progresse, plus il risque de présenter une tachycardie sinusale
suivie d’une arythmie ventriculaire*>*. L’atteinte cardiaque apparait chez 90% des patients
DMD, et est responsable d’environ 20% des décés®. L’altération des muscles lisses va
¢galement engendrer une dilatation gastrique. Le diaphragme sera lui aussi touché, ce qui
provoquera une hypoventilation et un risque trés élevé de développer des infections broncho-

alvéolaires.
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Figure 3 : Signe de Gowers™
L’enfant doit s ‘appuyer sur ses mains au sol avant de s appuyer sur ses genoux pour se relever.

Extrait du dossier informatif ASRIM des maladies neuromusculaires, T. Kuntzer et M. Dunand,

Edition 2005.

Le systéme nerveux central est lui aussi atteint puisqu’il y a été montré que les patients atteints
de DMD présentaient un QI moyen autour de 80 et qu'un tiers d’entre eux sont considérés
comme retardés mentaux’'. Selon le Dr. JM Cuisset, Neuropédiatre au centre de référence des
maladies neuromusculaires de Lille, les patients DMD possédent un atteinte cognitive, aussi
faible puisse-t-elle étre'”. En effet, chez 32% des enfants il est retrouvé une hyperactivité. Chez
25% d’entre eux il est retrouvé un déficit intellectuel. 17% associent un déficit intellectuel et
un trouble de I’attention. Et 3 a 8% des enfants présentent des troubles du spectre autistique.
De maniere générale, les enfants font trés fréquemment face a des troubles de la mémoire, des
fonctions exécutives et attentionnelles. Pour 20 a 30% d’entre eux, ces troubles permettent
d’établir un diagnostic vers I’Age de 6 ans'®.

C’est aux alentours de I’age de 20 a 30 ans que le patient présentera de tres séveres déficits
fonctionnels musculaire striés squelettiques, lisses mais surtout cardiaque ce qui entrainera son

déces’!.

Les signes cognitifs, en plus des signes moteurs peuvent orienter le diagnostic vers la DMD.
Pour le valider, il sera effectué un dosage de la Créatinine Kinase (CK) dans le sérum. Si cette
enzyme musculaire est élevée, cela signifie qu’il y a une rupture des fibres musculaires. Avec
ce dosage, il est ¢galement réalisé un test PCR d’amplification de I’ADN de lymphocytes du

patient afin d’apprécier la mutation génique®>>>.
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Le nombre des exons présents doit étre exactement évalué¢ afin d’apprécier I’étendu de la
délétion en dystrophine. Environ 65% des patients atteints de DMD présentent des exons
manquants sur les 79 normalement présents. Six a 11% des patients présentent au contraire, une
duplication d’exons. S’il n’est pas retrouvé de suppression ou de duplication, un séquencage de
toute la région codante est réalisé afin d’observer s’il y a des mutations ponctuelles comme des
mutations non-sens ou des insertions/délétions>*.

Environ 7% des patients possédent une mutation indétectable par analyse ADN, il est alors
nécessaire de faire une biopsie du muscle. Ces patients-la présentent le plus souvent des
mutations introniques entrainant 1’inclusion de séquences introniques en pseudo-exon. Pour
cette évaluation, il est réalisé¢ une analyse des ARN messagers (ARNm) dérivés du muscle®*.
I1 est également possible que chez certains patients, il soit observé une discordance entre le
phénotype prédit par I’analyse ADN et le phénotype observé. Chez ces patients, il est possible

de réaliser une biopsie musculaire afin de faire une analyse protéique™*.

1.2 Prise en charge actuelle

Aujourd’hui, la prise en charge de la DMD est essentiellement symptomatique®. Le patient suit
des séances de kinésithérapie de manicere trés régulicre et est aussi pris en charge
orthopédiquement, avec notamment le port d’orthéses pour les membres inférieurs>®. Du fait de
’atteinte osseuse, le patient subira une arthrodése vertébrale lorsque la scoliose sera trop

importante, environ 2 ans aprés la perte de la marche®”.

La dégénérescence du muscle cardiaque est une cause majeure de morbidité et de mortalité dans
la DMD. La prise en charge est donc adaptée avec un Electrocardiogramme (ECG) et un
¢chocardiogramme ou une IRM cardiaque recommandés tous les ans a compter de
I’établissement du diagnostic®’. De maniére préventive vers I’age de 10 ans, le patient sera placé
sous inhibiteurs de I’enzyme de conversion (IEC) et B-bloquants®’.

Une étude récente a montré que 1’injection de cellules cardiaques dérivées (CDC) dans 1’artére
coronaire pouvait entrainer une diminution de la fibrose cardiaque et une amélioration de la
fonction a 6 et 12 mois et ce, sur 25 patients®®. La possibilité de traitement par thérapie
innovante comme 1’injection de cellules est a I’étude dans ces problématiques, afin de restaurer

des fonctions indispensables.
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La prise en charge de la défaillance de ’appareil respiratoire est quant a elle, adaptée aux
symptomes du patient. Le patient pourra bénéficier d’un systéme de ventilation non invasive et
d’appareils d’aide a la toux, afin de limiter les infections respiratoires. Si besoin, une
trachéotomie sera réalisée dans le but de mettre en place une ventilation invasive™.

Les muscles lisses présents au niveau gastro-intestinal sont aussi touchés, il est donc possible
de devoir réaliser une gastrostomie en cas de trouble de la déglutition®®. Le patient a de gros
risques d’étre sujet a de la constipation, du reflux gastrique et d’avoir une vidange gastrique
retardée ce qui impact grandement la qualité¢ de vie. La prise de corticostéroides étant tres
fréquente dans le traitement de fond®! de la DMD, le risque d’obésité est donc trés présent. Les

patients sont donc suivis trés réguliérement par un gastroentérologue ainsi qu’un diététicien®’.

La perte de masse osseuse est aggravée par la prise de corticostéroides, il est alors recommandé
de placer les patients sous complément de vitamine D avec un dosage annuel afin d’essayer de
maintenir une concentration a 30 ng/mL®'. Un complément vitaminique quotidien peut étre
engagé pour les patients ayant des difficultés a maintenir un régime approprié. Un monitorage
est installé avec un controle de la colonne vertébrale tous les 2 ans. La densité osseuse est
surveillée a I’aide d’un examen d’absorptiométrie des rayons X a double énergie qui est

entrepris tous les ans®®6!,

Toutes ces prises en charge non médicamenteuses ne traite pas la maladie, il n’y a pas de
modification de la dégradation musculaire, mais cela permet d’allonger 1’espérance de vie de
18-27 ans a 30 ans>*. En paralléle, il peut étre initié un traitement pharmacologique, tels que

des corticostéroides.

Le premier patient atteint de DMD et traité avec des corticostéroides date de 1974. Aujourd’hui,
la mise en place de ce traitement est systématique et intervient assez tot dans le développement
de la maladie. En effet, les glucocorticoides ont un effet anabolisant dans le muscle et donc une
action positive sur la prolifération et la différenciation des myoblastes. Ils vont également
inhiber la protéolyse musculaire, réduire la concentration en calcium cytosolique et augmenter
’expression d’utrophine®*%*. Cette derniére est une protéine possédant 80% d’homologie avec
la dystrophine, ubiquitaire, et légérement surexprimée dans la dystrophie musculaire de
Duchenne afin de compenser le déficit en dystrophine®.

Deux types de corticostéroides sont prescrits aujourd’hui dans la DMD ; la Prednisone avec

une posologie de 0,3mg a 1,5 mg/kg/jour®® et le Déflazacort a 0,9mg/kg/jour®’. Grace a ces
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corticostéroides, et a I’aide respiratoire, 53% des patients survivent jusqu’a 25 ans®®. En France,
la prednisone est la plus prescrite des deux tandis que dans les pays anglo-saxons, la Food and
Drug Administration (FDA) n’a donn¢ une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) qu’au
Déflazacort pour les patients atteints de DMD de 5 ans et plus'®. Ces corticoides causent des
effets indésirables chez les jeunes enfants et, pris sur la durée ils peuvent provoquer certains
effets secondaires tels que des troubles du comportement, une prise de poids, une fragilité
osseuse entrainant des fractures spontanées ainsi qu’une hypokaliémie®*. Deux études publiées
récemment ont étudié I’effet d’une prise quotidienne de ces corticoides. La premiére publiée en
Juin 2018 a été réalisée sur 596 patients atteints de DMD. Il a été montré que le risque de
survenue d’une cataracte est ¢levé (22,4%) lors d’une prise de corticoides, et que ce risque est
deux fois plus élevé lorsque le patient est sous Déflazacort®-’?. Cet effet indésirable intervient
cependant en moyenne apres 4 a 6 ans de traitement. La deuxiéme étude a été publiée en mars
2019 et portait sur 564 patients avec un suivi sur une moyenne de 4 ans. Ces chercheurs ont
montré que le risque de survenue d’une fracture est doublé chez les patients prenant du
Déflazacort au quotidien. La courbe de croissance des enfants sous Déflazacort est inférieure
aux autres. Néanmoins, les enfants traités avec de la prednisone subissent un gain de poids
important’’.

Récemment, il a été montré que la posologie jouait un rdle important vis-a-vis de I’apparition
de ces effets secondaires. L’administration hebdomadaire et quotidienne aurait le méme
bénéfice mais la premiére posséderait moins d’effets indésirables’?. Des cliniciens ont alors
commence¢ a prescrire une dose hebdomadaire de Prednisone a 1’age de 3 ans, a une posologie

de 5 a 10 mg/kg et ce, répartie sur deux jours (samedi et dimanche).

1.3  Etat de la recherche clinique

La recherche concernant la pathologie de la dystrophie musculaire de Duchenne est en
constante évolution depuis sa découverte. De nombreux événements médico-scientifiques ont
lieu régulierement afin de réunir la communauté scientifique pour présenter les avancées mais
aussi discuter des différentes problématiques rencontrées. En France, il y a notamment un
congres annuel de la Société Frangaise de Myologie (SFM). Au niveau international, plusieurs
rencontres ont lieu régulierement. Nous pouvons citer le congrés Myology international qui a
eu lieu en Mars 2019 a Bordeaux et qui a été organisé par ’association AFM-T¢léthon, une

association promouvant la recherche médicale. Il existe également un congrés annuel de la
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World Muscle Society (WMS) qui a pour but de mettre en place de nouvelles thérapeutiques

dans les maladies neuromusculaires’.

1.3.1  Etude clinique de la pathologie

De nombreuses ¢tudes ont été réalisées et sont en cours afin de décrire les différentes
manifestations de la DMD et son évolution au cours du temps en 1’absence de traitement. En
effet, il est indispensable de connaitre au mieux la pathologie et ses conséquences pour
développer un traitement.

En France, il existe une étude sur la DMD, au niveau pédiatrique, de suivi de la pathologie
pendant 4 ans sur 80 patients’*. Au niveau international, une étude similaire a été mise au point
a plus grande envergure. Elle se déroule sur un minimum de 8 ans et sur 551 patients'®. Cela
permettra d’étayer les connaissances de cette pathologie et notamment d’établir un lien entre
les déficiences observées, un lien entre la participation sociale et la qualit¢ de vie mais

¢galement de découvrir de nouveaux biomarqueurs de la maladie.

En 2018, une étude a été publiée sur I’histoire naturelle de la DMD. Cette étude a été conduite
pendant 10 ans, chez 204 garcons atteints de DMD 4agés de 4 a 9 ans”>. Ces enfants ont été
suivis réguliérement : une visite tous les 3 mois la 1 année, une visite tous les 6 mois la 2°™
année puis une visite par an pour les années suivantes. A chaque visite, les patients ont di
remplir un questionnaire évaluant la qualité de vie : support de 1’échelle de mesure PedsQL™.
Cette échelle renseigne plusieurs informations comme le fonctionnement physique, émotionnel,
social mais également scolaire.

Les résultats ont été publiés sous forme de statistiques. Il a alors été observé que 33% des
garcons présentaient un retard de langage. 24% présentent un retard dans leur développement
cognitif, 16,5% souffrent de problémes de comportements significatifs et 14,5% possédent des
troubles du langage. Ils ont également montré que 5% des garcons souffraient de troubles de
I’attention, que 5% présentent une hyperactivité et que 3% souffrent de troubles du spectre
autistique. Ils ont démontré qu’il n’y avait pas de lien entre la prise de corticoides et I’apparition
de ces troubles. Il a également ét¢é montré que ces troubles étaient plus fréquents chez les

patients ayant une anomalie du géne DMD en amont de I’exon 517°.
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1.3.2  Etude clinique visant a corriger les conséquences de la pathologie

Plusieurs études sont actuellement en cours et ont pour but de corriger les conséquences de la
pathologie sur le tissu musculaire. En effet, les stratégies de recherche ne sont pas axées
uniquement sur le traitement de la DMD «a la source » au niveau du gene DMD. De
nombreuses équipes sont en train d’étudier de nouveaux traitements pouvant limiter ou retarder

la dégénérescence musculaire.

1.3.2.1 Stimulation de I’expression d’utrophine

L’utrophine est une protéine paralogue a la dystrophine et transcrite de facon ubiquitaire. Il
existe deux isoformes d’utrophine : la forme A est présente dans les muscles striés squelettiques
et la forme B est exprimée dans 1’endothélium vasculaire. Contrairement a la dystrophine qui
est exprimée tout le long du sarcolemme, I'utrophine est exprimée uniquement au niveau de la
jonction myotendineuse et neuromusculaire. Dans un mode¢le de souris dystrophique, un facteur
de croissance agissant sur la production d’utrophine a ét¢ administré : ’héréguline. Il a alors
été montré que 1’administration de cette molécule augmente de 2 & 3 fois la production
d’utrophine, et que cela a pour effet d’améliorer le phénotype des souris atteintes de DMD®.
Des chercheurs ont donc entamé les recherches sur I’Homme avec la molécule SMT C1100 qui
agit sur le promoteur de I'utrophine A. La molécule a été testée dans le cadre d’un essai clinique
de phase I, et il a ét¢ montré une bonne tolérance du produit ainsi qu’une surexpression
d’utrophine’’. Des recherches de phase II ont alors été engagées et conduites par le laboratoire
Summit Therapeutics. Néanmoins, le laboratoire a annoncé en 2018 1’arrét du développement
de cette molécule ainsi que ’arrét de I’essai « PhaseOut DMD ». En effet, ils ont estimé

qu’aprés 48 semaines d’essai, les résultats n’étaient pas suffisants’®7”’.

1.3.2.2 Inhibition de la myostatine
La myostatine est un facteur de croissance inhibant de maniére naturelle la croissance

musculaire. Elle fait partie de la famille des TGF-81 et est présente chez la personne saine et la

personne atteinte de DMD. Chez la souris, I’inhibition de ce facteur de croissance améliore le
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phénotype dystrophique®’. Les sociétés Bristol-Myers-Squibb et Hoffmann-La Roche ont
développé une molécule RG6202 afin de diminuer ce facteur chez I’Homme. Les résultats de
I’essai clinique de phase I/II de cette molécule ont été rendus publiquement lors d’un congres
scientifique. Cet essai s’est déroulé¢ en double aveugle contre placebo, et la tolérance et
I’innocuité¢ de plusieurs doses ont été €valuées. Le traitement a ét€ injecté en sous-cutané
pendant 24 semaines a 43 gargons atteints de DMD, de 5 a 10 ans et pouvant marcher. Il n’a
pas ¢été observé d’effets secondaires (sauf quelques petites réactions au site d’injection,
modérées a moyennes), le traitement a bien été toléré. Une chute d’environ 77% de myostatine
a été mise en évidence avec une petite augmentation de la masse musculaire chez les garcons
traités, ainsi qu’une augmentation de la capacité contractile du muscle®!. Ce traitement va donc
étre évalué par la suite en essai clinique de phase II/III afin de visualiser son efficacité sur une

plus grande cohorte de patients.

1.3.2.3 Diminution de la fibrose

Une des stratégies possibles quant a la prise en charge de la DMD est d’essayer de réduire au
maximum la fibrose qui se met en place avec le temps. Cette fibrose sera en partie responsable

de la perte de la fonction musculaire, ¢’est donc une piste thérapeutique intéressante.

Tamoxiféne

Le Tamoxiféne est un anti-cestrogéne utilisé dans certains traitements du cancer. Son
administration dans un modele de souris DMD a montré une amélioration de la force musculaire
et une réduction de la fibrose cardiaque de 50%, et ce au bout de 15 mois de traitement®.
L’étude des mécanismes responsables est en cours, ¢’est pourquoi il n’y a pas encore d’AMM
pour le Tamoxiféne dans I’indication de la DMD. Il y a également plusieurs essais cliniques en
cours afin d’évaluer cette molécule dans la DMD. En Israél, 19 patients atteints de DMD sont
testés dans un essai clinique de phase I'>. Au niveau international, un essai clinique de phase II
multicentrique (TAMDMD) est en cours, et se termine en juin 2020%. 11 est réalisé en double
aveugle contre placebo avec I’administration de 20mg de Tamoxiféne une fois par jour pendant
48 semaines. Deux groupes de personnes ont été inclus dans cet essai : un premier composé de
84 patients atteints de DMD et ambulant, agés de 6,5 a 12 ans et sous corticothérapie. Le
deuxieme groupe est composé de 16 a 20 patients ayant perdu la faculté de marcher, agés de 10

a 16 et non traités par corticothérapie. Cet essai multicentrique se déroule en Allemagne, en
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Espagne, aux Pays-Bas, au Royaume-Uni ainsi qu’en Suisse. La participation de la France a été
refusée par I’Agence Nationale de Sécurité des Médicaments et produits de sant¢ (ANSM) en

raison de discordances sur des questions réglementaires et méthodologiques'®.

Pamrevlumab

Le Pamrevlumab ou FG-3019 est un anticorps monoclonal (Acm) humain inhibant I’activité du
facteur de croissance du tissu conjonctif (CTGF) et développé par la société FibroGen. Cet Acm
inhibe la formation de fibrose. Il a ét¢ montré une amélioration de la fonction musculaire chez
le modele de souris atteintes de DMD, et est actuellement en essai clinique de phase 1134, Cet

Acm a été autorisé par la FDA en Avril 2019 aux Etats-Unis en tant que médicament orphelin®’.

1.3.2.4 Réduction de ’inflammation

Réduire I’inflammation chez les patients atteints de DMD est une stratégie connue depuis les
années 1970. En effet, il est reconnu que I’inflammation accélére 1’avancement de la maladie,
notamment a travers l’infiltration des macrophages mais également des lymphocytes T
cytotoxiques. En plus du traitement de fond par des corticostéroides, d’autres molécules sont

étudiées a des fins anti-inflammatoires.

Cyclosporine A

La cyclosporine A est un immunosuppresseur qui est le plus souvent utilisé lors de
transplantation d’organes avec ou sans prednisone. Cet immunomodulateur n’a pas d’AMM
dans la DMD mais une étude chez le modele de chien atteint de dystrophie musculaire de
Duchenne (Golden Retriever Muscular Dystrophy : GRMD) a pu montrer une amélioration du
score clinique, une relaxation musculaire post-tétanique ainsi qu’une amélioration du taux de
CK sérique®. Ce type de traitement n’augmente pas la force musculaire mais est tout de méme

a I’étude chez I’'Homme®’.

Edasalonexent
L’Edasalonexent ou CAT-1004 est une molécule composée de deux substances: 1’acide
salicylique et I’acide docosahexaenoique (DHA). Elle est classée comme faisant partie des anti-

inflammatoires non-stéroidiens et a été développée par la société Catabasis Pharmaceuticals.
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Son mécanisme d’action va étre d’inhiber I’activité du NF-kB®. Le NF-kB est une protéine clé
d’une voie de signalisation qui va empécher la régénération du muscle malade ce qui va
accroitre sa dégradation (Figure 4). Actuellement en phase I/II d’un essai clinique se déroulant
aux Etats-Unis, cette molécule a montré une bonne tolérance chez les patients, avec également

une diminution du taux de NF-«B et des marqueurs cellulaires de 1’inflammation dans le sang®®.

La voie IGF-1/PI3K-Akt induit la synthése protéique et
bloque les voies d'atrophie

Signal d’hypertrophie Signal d’atrophie
TNFa, IL-1

IGF-1

D > +
~— .\/ [p38 ] [NF-xB]
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p -\, MAFbx | |MuRF1
1 Y
(@iF28)
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Synthese protéique Dégradation protéique

Figure 4 : Voies de signalisation de l'hypertrophie et de l'atrophie®

La voie de signalisation a gauche correspond a celle du signal d’hypertrophie via I'IGF-1. Les
molécules activatrices sont représentées en vert, les molécules inhibitrices sont représentées
en rouge. La voie de signalisation a droite représente celle du signal d’atrophie. Modifié

d’apres Glass et al., 2005

Vamorolone

Le Vamorolone ou VBP15 est également class¢ comme anti-inflammatoire non stéroidien.
C’est une molécule composée de 11 glucocorticoides qui ne se lie pas aux récepteurs des
glucocorticoides ce qui limite les effets indésirables. Cette molécule est développée par la
société ReveraGen BioPharma et a montré une capacité d’inhibition du NF-«kB in vitro. Une
¢tude a été réalisée sur un modele de souris atteints de DMD, en administration quotidienne a

des posologies de 5, 15 ou 30mg/kg”. Une diminution de I’inflammation tissulaire a été
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observée ainsi qu’une stabilisation de la membrane. Ce composé stimule également la
réparation des fibres musculaires 1ésées et donc augmente la force. Il est important de notifier
que ce composé provoque moins d’effets secondaires que des glucocorticoides classiques, c’est

I9O

pourquoi il est actuellement en essai de phase II"". De plus, cette molécule a recu la désignation

de médicament orphelin aux Etats-Unis et en Europe.

1.3.2.5 Diminution du stress oxydatif

Le stress oxydatif est une situation ou la cellule ne contrdle plus la présence excessive de
molécules toxiques provenant de la respiration cellulaire. Ces radicaux libres en excés vont
entrainer une 1ésion des cellules et de I’ADN. C’est pourquoi I'utilisation d’antioxydants peut
protéger 'organisme des effets toxiques, et la plupart sont fournis aujourd’hui par
I’alimentation. L’administration de N-acétylcystéine, antioxydant, dans I’eau de boisson des
souris atteintes de DMD a montré une réduction de la concentration en espéces oxygénées

réactives dans les muscles’’.

Idébénone

L’Idébénone est une benzoquinine développée par Santhera Pharmaceuticals. Elle améliore la
fonction mitochondriale en protégeant les membranes cellulaires mais surtout mitochondriales
des lésions oxydatives. Elle diminue le stress oxydatif et réduit I’inflammation et la fibrose
cardiaque. Un essai clinique est en cours (DELOS) sur 64 gargons agés de 10 a 18 ans ne
prenant pas de corticoides. Le traitement a bien été toléré au bout d’un an et I’atteinte
respiratoire a été moins marquée chez les patients traités que ceux ayant recu le placebo’.
L’essai clinique est étendu en phase 111 avec une extension : essai SIDEROS'. 1l sera conduit
en double aveugle et évaluera I’efficacité du traitement a travers la préservation de la fonction

respiratoire avec des glucocorticoides.

1.3.2.6 Réduction de I’atteinte de la fonction cardiaque

Chez les patients atteints de DMD, il est préconisé¢ de débuter un traitement en prévention pour

limiter et repousser la perte de la fonction cardiaque. Classiquement, avant 1’age de 10 ans, le

28



patient est placé sous IEC et B-bloquant. D’autres traitements pour compléter cette association

sont aujourd’hui a I’étude.
Nébivolol
Le Nébivolol est un médicament de la famille des B-bloquants, et son association avec des IEC

est actuellement a I’étude pour une indication de DMD??.

Eplerenone et spironolactone

L’Eplerenone et la spironolactone sont des diurétiques anti-aldostérone couramment utilisés
dans le traitement de I’hypertension artérielle ou encore dans I’insuffisance cardiaque. Un essai
clinique de phase III a été réalisé aux Etats-Unis et actuellement en cours d’analyse®*. L’objectif
est de traiter les patients atteints de DMD avec cette association afin de préserver leur fonction

cardiaque.

Riméporide

Le Riméporide est un inhibiteur sélectif du transporteur sodium/proton NHE-1. Il régule le taux
de sodium et calcium dans les cellules et est utilis¢ aujourd’hui dans le traitement de
I’insuffisance cardiaque chronique'®. Ce traitement peut donc étre intéressant dans la DMD
puisqu’il y a une accumulation de calcium dans les cellules musculaires. Un essai clinique de
phase Ib chez des garcons atteints de DMD vient se terminer. Les datas brutes ont été publiées,
et les premiers résultats montrent une bonne tolérance ainsi qu’une possible amélioration des

fonctions musculaires et cardiaques a travers la réduction de certains biomarqueurs®”.

Levosimendan

Le Levosimendan est une nouvelle molécule inotrope augmentant la force de contraction
cardiaque sans augmenter la consommation en oxygeéne. Dans une étude parue en 2019, il fait
état d’un patient de 26 ans atteint de DMD en insuffisance cardiaque sévére. Il ne répondait
plus aux traitements conventionnels mais a répondu de facon trés importante a ce nouveau

traitement innovant®®.
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1.3.2.7 Amélioration de la fonction et de la force musculaire
Une stratégie possible pour corriger les conséquences de 1’absence de dystrophine peut étre
axée sur le plan musculaire. En effet, il est également possible d’agir au niveau du muscle pour

compenser 1’absence de dystrophine.

L-citrulline et Metformine

La L-Citrulline est un acide aminé¢ précurseur de I’arginine et la Metformine est un
antidiabétique oral de la famille des biguanides normoglycémiants. [.’association de ces deux
molécules stimule la production de NO. L’absence de dystrophine dans la DMD aboutit a une
délocalisation de la NOS puisqu’elles sont étroitement liées dans un tissu sain. L.’association
L-Citrulline et Metformine permettra alors de compenser le manque de dystrophine®’. Cette
stratégie est actuellement en essai clinique de phase III en Suisse sur 47 patients agés de 7 a 10

ans’®.

Givinostat

Le Givinostat est un inhibiteur des histones désacétylases (HDAC) qui a des activités anti-
inflammatoire, anti-angiogénique et antinéoplasique. C’est un produit développé par la société
Italfarmaco, qui agit sur le muscle en augmentant la production de follistatine. Cette protéine
favorise 1’augmentation de la masse musculaire mais protége aussi le muscle de la
dégénérescence. En 2012, ce médicament a été désigné comme médicament orphelin dans la
DMD en Europe”. Le Givinostat est aujourd’hui en essai clinique de phase III sur des patients
ayant encore la capacité de marcher. Il se déroule entre 1’Europe et les Etats-Unis sur 213

patients agés de 6 a 17 ans”.

IGF-1

L’IGF-1 ou Somatomédine C est un facteur de croissance ayant une structure proche de
I’insuline (nom anglais : Insulin-like Growth Factor-1). L’IGF-1 va inhiber les médiateurs de
I’atrophie musculaire comme MuRF1 et MAFbx® (Figure 4). Cela permet une stimulation de
la prolifération de la différenciation des cellules progénitrices musculaires. Les résultats pré-

100

cliniques chez la souris ont été encourageants ™, ¢’est pourquoi cette protéine recombinante est

en essai clinique de phase II chez des patients atteints de dystrophies myotoniques®'.
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1.3.3  Etude clinique ciblant les anomalies du géne DMD

Grace aux nouvelles thérapeutiques ayant émergé durant ces trois derniéres décennies, il est
maintenant possible d’envisager de corriger directement les anomalies du géne DMD afin de
limiter les conséquences de la pathologie ou encore méme de traiter les patients. Plusieurs
stratégies sont alors étudiées aujourd’hui comme de la translecture de codon STOP, de la
thérapie génique ou méme du remaniement de I’ADN avec les techniques de CRISPR-Cas9
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, soit en francais « courtes
répétitions en palindrome regroupées et régulierement espacées » ; Cas9 pour protéine associée

au CRISPR).

1.3.3.1 Translecture du codon stop

Certaines anomalies du géne DMD sont constituées de mutation « non-sens ». C’est a dire que
chez 10 a 15% des patients, la mutation responsable de la pathologie est un remplacement d’un
nucléotide qui devient alors un codon stop : UAA, UGA ou UAG!"1%2, Une des stratégies
pensées par des chercheurs a été de développer une molécule capable d’induire une translecture
du codon stop lors de la synthése protéique. A travers une liaison au ribosome, la molécule
permettra de « sauter » le codon stop de ’ARNm ce qui permettra de conserver le cadre de
lecture et de continuer la synthése de la dystrophine (Figure 5). C’est dans cette optique que
PTC Therapeutics a développé une molécule appelée Ataluren, Translarna ou PTC 124. Cette
molécule va se lier a la sous unité¢ 60S du ribosome et permettra de passer outre les codons stop
prématurés du géne'®. En 2014, une AMM conditionnelle a été délivrée par ’'EMA et ce pour
des gargons atteints de DMD a partir de 1’age de 5 ans, ambulants et porteurs d’une anomalie
du géne DMD de type codon stop. En aott 2018 cette autorisation de prescription s’est étendue
et s’applique désormais aux mémes patients mais dés I’Age de 2 ans'®. Cette autorisation
conditionnelle s’arrétera en Septembre 2021 puisque I’ANSM demande des résultats
démontrant une efficacité d’ici a cette date. En 2017, la commission de transparence de la Haute
Autorité de Santé (HAS) a donné un avis favorable pour ’inscription de cette spécialité sur la
liste des spécialités remboursables méme si I’amélioration du service médical rendu (ASMR)
est a V (considéré comme n’apportant pas d’amélioration du service médical rendu)'®.
Aujourd’hui, I’Ataluren n’est remboursé que dans un cadre hospitalier et en consultation

spécialisée mais cela évoluera dans les années a venir.
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B TRANSLECTURE DE CODONS STOP

Traduction normale
Rinasomes CODON STOP NATUREL

ARN messager

Protéine de taille normale, fonctionnelle

i Mutation NONSENS : eréation d‘un nouveau codon STOP

Traduction incompléte ‘ir=>Arrét prématuré de la traduction

Ribosomes

5 i E ; E3 ARN messager

Protéine tronquée, non fonctionnelle

Translecture de Codons STOP

insertion d’un acide-aminé « au hasard »
o0

At -'u‘t‘:: ] ..

CODON STOP NATUREL

ARN messager

Protéine de taille normale, fonctionnelle ... 4 condition gue l'insertion de I'acide-aminé soit tolérée

Figure 5 : Représentation schématique de la translecture de codons STOP'"

Extrait de « Perspectives thérapeutiques pour les maladies génétiques », College national des

enseignants et praticiens de genétique médicale, M. Krahn, N. Lévy, 2012.

En 2018, une étude menée sur 4 gargons atteints de la DMD et non marchant a été publiée. Les
chercheurs ont montré que 1’ Ataluren a pu atténuer la progression de la maladie au niveau de

107 "A la suite, une seconde étude a été publiée portant sur

I’appareil respiratoire et moteur
I’évaluation de I’efficacité de ce traitement. L’¢étude s’est portée sur 3 gargons ambulants, et il
a été montré que le traitement présente une efficacité dans le prolongement de la marche, avec
soit une stabilisation, ou bien une amélioration de la distance de marche en un temps donnée
(test de marche de 6 minutes, appelé 6MWT)!%®. Plusieurs études sont encore en cours et

permettront d’aiguiller la décision des autorités de santé.
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1.3.3.2 Thérapie génique

Depuis les années 90, la thérapie génique a suscité un réel engouement dans la recherche des
maladies génétiques. Elle consiste en une introduction de matériel génétique dans les cellules
pour traiter une pathologie. Ce matériel génétique peut étre de I’ADN ou de I’ARN et I’objectif

est de modifier I’expression génique du patient!®

. L’introduction de ces acides nucléiques peut
étre faite de différentes facons : ADN nu, par un vecteur synthétique ou bien par un vecteur
viral. Les vecteurs viraux sont des particules virales véhiculant un génome artificiellement
modifié et sont non réplicatifs pour des raisons de sécurité. Ils peuvent étre de type adénovirus,
virus associés aux adénovirus (AAV) ou bien rétrovirus (lentivirus et oncorétrovirus)'®.
Aujourd’hui les vecteurs viraux les plus utilisés sont les AAV car ils sont non pathogénes pour
I’homme donc le risque immunologique est maitrisé. Ils sont aussi non réplicatifs et trés peu
intégratifs (10% seulement intégre le génome de 1’hote, ce qui limite le risque oncogene). Les
différents sérotypes d’AAV ciblent différents types cellulaires ce qui facilite 1’adressage,
néanmoins ils sont limités en taille a 5 kilobases!'!’. Ce dernier point pose un probléme
notamment dans la DMD puisque la dystrophine est codée par le géne DMD qui est trés long :
2300 kilobases!!".

Le transfert du géne codant pour la dystrophine est donc impossible. Cependant, de nombreuses

stratégies de thérapie génique ont émergé afin de contourner cette problématique.

Surexpression du géne GALGLT?2

Le géne GALGLT2 code pour une enzyme, une O-mannosyltransferase, qui est exprimée au
niveau de la jonction neuromusculaire. Elle est impliquée dans la glycosylation terminale de
certaines protéines comme les dystroglycanes. Il a ét¢ montré que sa surexpression chez les
souris ou le grand singe pouvait stimuler la production d’utrophine mais aussi changer la
localisation sur toute la myofibre ce qui améliore les symptomes de la pathologie!'>!!*. Une
thérapie génique a donc été développée afin d’apporter une surexpression de ce gene a 1’aide
d’un AAV. Les résultats montrent une stimulation de la production d’utrophine pouvant alors
remplacer la dystrophine manquante. Cet essai clinique de phase I/II est actuellement réalisé
sur 6 garcons de plus de 4 ans aux Etats-Unis''*. Les résultats préliminaires partagés sont ceux
de deux d’entre eux. Pour ces deux patients, le traitement a bien été toléré mais la démonstration

d’une efficacité clinique est limitée pour I’instant!®.
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Saut d’exon

Le saut d’exon a pour but de contourner les anomalies du géne DMD provoquant un décalage
du cadre de lecture qui entraine la production d’une dystrophine non fonctionnelle. En
« sautant » cet exon, il sera alors possible de produire une dystrophine tronquée mais
fonctionnelle. Théoriquement, la technique de simple et de double saut d’exon permet de cibler
83% des patients atteints de DMD'!’,

La thérapeutique se compose d’ARN artificiels et plus précisément d’oligonucléotides
artificiels (OA). Ces OA portent non seulement un petit ARN du splicéosome mais aussi de
I’ARN complémentaire a ’ARN muté. Ils vont se lier au pré-ARNm au moment de la
maturation et vont exclure les exons qui entrainent le décalage du cadre de lecture en permettant
la liaison de protéines du splicéosome pour exciser I’exon comme un intron. Il en résultera alors
la production d’une dystrophine plus courte mais bien fonctionnelle (Figure 6).

Il existe deux types d’OA, le 2°-O-méthyl-phosphorothioate (20MP) d’environ 20 nucléotides
obtenu en modifiant la synthése classique d’oligonucléotides, et le phosphorodiamidate
morpholina oligomer (PMO) appelé morpholinos obtenu de la méme maniere.

Dans le cadre de la DMD, Sarepta Therapeutics a développé 1’Eteplirsen, Exondys 51® ou AVI-
4658 qui est un PMO. Ce traitement permet le saut de I’exon 51 et ne concerne alors 10% des

patients!!S,

— Situation pathologique :
Situation normale saut d'exon

Intervention
par saut d'exon

ARN Exon 1 Exon 2 Exon 3
messagers — N —— » o —————

T . U

Protéines Protéines Protéines raccourcies
fonctionnelles nan-fonctionnelles fanctionnelles

© Inserm/F.

Figure 6 : Représentation schématique de la stratégie du saut d'exon'"’

Inserm, F. Koulikoff; 2012
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Une AMM a été délivrée pour ce traitement dans la DMD aux Etats-Unis en 2016, mais
I’agence européenne du médicament (EMA) a refusé de délivrer une AMM en Europe. En effet,
ils estiment que les résultats fonctionnels notamment concernant la marche sont insuffisants au
long terme car ces essais ont été faits sur peu de temps et peu de patients''®. Ils estiment
¢galement que la méthode d’évaluation de la maladie n’était pas validée et que le rapport
bénéfice/risque est insuffisant. Cette différence dans la méthode d’évaluation s’explique par le
fait que les Etats-Unis et notamment la FDA prend en compte la production de dystrophine
alors que ’EMA ne prend en compte que 1’effet fonctionnel''®. Le comité des médicaments a
usage humain (CHMP) demande des données supplémentaires pour poser un avis'>.

Trois essais cliniques sont en cours sur 74 patients atteints de DMD. Il a ét¢ montré que le
déclin de la fonction respiratoire et motrice est moins important chez les patients traités pendant

au moins 2 ans a ’Eteplirsen'!”.

D’autres molécules sont également a 1’étude tel que le WCE-210201 qui est un OA
« stéréopur » développé pour le saut de I’exon 51'%°, En ce qui concerne le saut d’autres exons,
nous pouvons citer les SRP-4045'%! (Casimersen) et DS-5141b'%2 pour le saut de ’exon 45, ou
encore le SRP-4053!% (Golodirsen) et le NS-065/NCNP-01'?* pour le saut de ’exon 53.

D’autres OA sont également en développement pré-clinique pour les exons 44, 50 et 52.

Apport d’une mini/micro-dystrophine

Le geéne de la dystrophine est trop grand pour étre transporté au sein des cellules a 1’aide d’un
vecteur AAV. C’est pourquoi cette stratégie est de transporter un « mini-gene » codant pour
une mini- ou une micro-dystrophine. Les vecteurs privilégiés sont donc les AAV puisqu’ils sont
non pathogeénes pour I’Homme et trés peu intégratifs. Certaines études se sont intéressées au
transport de micro-dystrophine via des lentivirus sur des modeles de petits animaux.
Néanmoins, aucune étude n’a été réalisée sur des modeles de gros animaux. De plus,
I’intégration aléatoire de ces vecteurs pose des problémes de sureté puisqu’il est possible que
ce rétrovirus active des oncogénes lors de son intégration aléatoire!*!.

C’est dans cette optique que des chercheurs ont développé le rAAV rh74.MCK.Micro-
Dystrophine!>. Ce vecteur est un AAV transportant un ADN simple brin codant pour une micro-
dystrophine. Deux essais cliniques sont en cours pour ce vecteur, I’un en phase I/II et le
deuxiéme en phase II, tous deux aux Etats-Unis. Pour ces deux essais clinique 1’injection se fait
en intraveineux, mais le suivi dure 3 ans pour le premier, et 2, puis 4 ans pour le second. Des

résultats intermédiaires ont ét€ publiés et les chercheurs ont pu montrer dans un premier temps
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que ce traitement posséde une bonne tolérance. Il a également été montré qu’une forte
expression de micro-dystrophine était retrouvée dans des biopsies des 4 premiers participants
(expression dans 95,8% des fibres musculaires). Ils ont également relevé une amélioration
fonctionnelle de 33% en moyenne entre la 1 et la derniére visite de suivi qui était de 1 ou 3
mois selon les patients. Cette amélioration fonctionnelle a pu étre mesurée a 1’aide de 1’échelle
NorthStar Ambulatory Assesment (NSAA), ce qui a permis de montrer une baisse de 31% du
temps pour monter 4 marches, une baisse de 13% du temps pour se relever du sol ainsi qu’une

baisse de 14% du temps pour marcher 100 métres'?.

D’autres vecteurs sont également a 1’étude, notamment le PF-06939926 avec un géne de mini
dystrophine qui est développé par la société Pfizer. Un essai clinique de phase I est en cours
aux Etats-Unis sur 12 patients pendant 5 ans'>>.

Il existe également un essai développé sur I’apport d’ une micro-dystrophine par la société Solid
Biosciences. L’essai clinique en cours est dans la phase /Il aux Etats-Unis sur 16 patients
pendant un an. Les résultats préliminaires montrent 1’analyse de biopsies musculaires de 3
patients. Sur ces 3 patients, un seul a 10% de ses fibres musculaires positives au marquage de

la dystrophine'?.

CRISPR-Cas9

CRISPR-Cas9 est un outil servant a modifier le génome. C’est un systéme simple, rapide et
efficace permettant de couper I’ADN a un endroit précis dans n’importe quelle cellule. C’est
une technique tres récente et couramment qualifiée de « ciseaux moléculaires ».

Ce complexe est constitu¢ d’'une enzyme, cas9, possédant une activité d’endonucléase qui va
couper I’ADN et d’un ARN guide (ARNg) qui va permettre de cibler ’ADN a un endroit
précis'?’. Cet outil permet d’enlever une partie d’un géne, d’en réparer une partie, mais peut
¢galement servir @ modifier un gene (Figure 7).

Dans le cadre de la DMD, CRISPR-Cas9 peut servir a restaurer le cadre de lecture de la
dystrophine. En effet, I’ARNg va cibler une séquence d’ADN double brin a la fin d’un exon

précédant la mutation ou bien au début de ’exon qui suit cette mutation'?®,
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Figure 7 : L'édition génomique a l'aide de l'outils CRISPR-Cas9'®

L’ADN génomique est reconnu par un ARN guide. L endonucléase Cas9 d’origine bactérienne
coupe I’ADN 3 nucléotides avant la séequence PAM (Protospacer Adjacent Motif). La cellule
eucaryote répare I’ADN par une recombinaison non homologue (ligation des extrémités
cassées) ou par une recombinaison homologue (insertion d’'une séquence d’ADN). Modifié

d’apres « Molecular surgery with CRISPR-Cas9 », Pr. D. Hornby.

Cet outil a montré des résultats trés prometteurs chez le modele de souris DMD en injection
intraveineuse. Il a ét¢ montré une réduction de la fibrose dans tous les muscles striés
squelettiques, une augmentation significative de la dystrophine ainsi qu’une amélioration
fonctionnelle des muscles striés squelettiques et cardiaques'°.

L’étude s’est alors poursuivie chez un plus gros modele animal, le chien « deltaE50-MD » qui
présente une mutation entrainant une perte de I’exon 50 de la dystrophine. L’objectif a été
d’¢liminer I’exon suivant (51) afin de restaurer le cadre de lecture. L’étude s’est portée sur 4
chiens Agés d’un mois!. Le traitement a été inoculé a 1’aide d’un AAV et injecté en
intramusculaire pour deux chiens avec un suivi de six semaines, et en intraveineux pour les
deux autres chiens avec un suivi de 8 semaines. Ces résultats pré-cliniques ont récemment été
communiqués et ils montrent que les chiens présentent une augmentation de la production de
dystrophine dans les muscles striés squelettiques et dans le cceur pour ceux traités en

131

intraveineux °'. Des travaux supplémentaires sont alors engagés pour évaluer 1’efficacité et la

sécurité de ce traitement sur un plus grand nombre de chiens.
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Cette technique pourrait éventuellement s’étendre a I’excision de toute la région de I’exon 45 a

132 Néanmoins, ces

I’exon 55, ce qui permettrait de toucher un plus grand nombre de patients
nouvelles approches suscitent des inquiétudes telles que 1’altération de la lignée cellulaire, les
effets « off-target » ou méme encore des réactions immunitaires de par 1’origine bactérienne de
la Cas9. Néanmoins, pour I’instant cette stratégie n’est a I’étude qu’en pré-clinique. Une fois le

traitement validé sur de gros animaux, les études pourront débuter chez I’Homme.

Toutes ces nouvelles thérapeutiques innovantes combinées aux thérapeutiques
pharmacologiques apportent un réel espoir quant a la mise au point du traitement curatif de la
dystrophie musculaire de Duchenne. Au sein de ces thérapies innovantes, il existe également
une stratégie qui est a 1’étude : la thérapie cellulaire. En effet, certains chercheurs se penchent
alors sur le fait d’amener des cellules souches ou différenciées au patient pour régénérer les
tissus musculaires. Ceci permettrait de compenser la perte musculaire a travers le

développement de muscles sains.
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2 Thérapie cellulaire

La thérapie génique, la thérapie cellulaire somatique, I’ingénierie tissulaire ainsi que les
thérapies combinées répondent au statut de Médicament de Thérapies Innovantes (MTI ou
ATMP Advanced Therapy Medicinal Products). Le développement de ces nouvelles
thérapeutiques a ¢t¢ rendu possible grace a I’essor des biotechnologies. Ces MTI sont
réglementés depuis 2007 par la directive européenne n°1394/2007 CE'*?. En 2016, la part de
chacune des stratégies de thérapie cellulaire, thérapie génique, d’ingénierie tissulaire au sein de
la recherche, étaient respectivement de 53,6%, 22,4%, 22,8% ainsi que 1,2% pour la thérapie

combinée'3*,

2.1 Définition

La thérapie cellulaire consiste a greffer des cellules vivantes afin de restaurer la fonction d’un
tissu ou d’un organe. Ce médicament de thérapie cellulaire est distingué du Produit de Thérapie
Cellulaire (PTC) selon différents critéres : les cellules auront subi des manipulations
substantielles ou ne seront pas destinées a avoir la méme utilité entre le donneur et le receveur.
Aujourd’hui, les principales indications visées par la thérapie cellulaire sont la médecine
régénérative ainsi que 1’oncologie. Il s’agit ainsi de traiter des tissus ou organes qui présentent
une dégénérescence dans le cas de la médecine régénérative. Et, en comparaison a une
transplantation d’organe, 1I’administration est plus simple et la récupération et la morbidité sont

meilleures par le biais de thérapie cellulaire!®”.

11 existe deux stratégies dans la thérapie cellulaire aujourd’hui : la thérapie cellulaire autologue
et la thérapie cellulaire allogénique (Figure 8). Dans la thérapie cellulaire basée sur des cellules
autologues, le donneur des cellules sera aussi le receveur. Au contraire, dans une thérapie
cellulaire basée sur des cellules allogéniques, le donneur et le receveur seront deux personnes
distinctes. Ces deux stratégies présentent toutes les deux leurs propres avantages et
inconvénients qui les rendent uniques et pertinentes ou non suivant les indications. Malgré
I’émergence de I’intérét des cellules allogéniques, la thérapie cellulaire basée sur les cellules
autologues reste majoritaire sur le marché. Une explication plausible reste le contexte

historique. En effet, la thérapie cellulaire autologue suit logiquement la greffe autologue utilisée
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maintenant depuis plusieurs décennies et ceci est illustré par le fait qu’en 2012, 75% de la

recherche en thérapie cellulaire était basée sur des cellules autologues'®

Dans un contexte de thérapie cellulaire autologue, le patient est donneur et receveur. Il n’y a
donc aucun risque de rejet immunitaire. Néanmoins, cette stratégie présente des inconvénients
certains tels que de la variabilité entre les lots cellulaires, des temps d’amplification cellulaire
qui peuvent étre longs avec une possible difficulté a générer un nombre suffisant de cellules a
transplanter. A ces problématiques s’ajoute également le cott de production plus élevé. En
effet, cette stratégie engendre un fort colt di au prélévement, a la caractérisation, la
modification ainsi que I’amplification des cellules. La thérapie cellulaire autologue n’est, de
plus, pas industrialisable ce qui limite I’investissement des industries'’

Au contraire, dans une stratégie de thérapie cellulaire allogénique, I’industrialisation est
réalisable avec la mise en place de bio-banques ce qui permet une disponibilit¢ immédiate du
produit. Les cellules sont prélevées chez un donneur sain, sélectionnées, amplifiées puis
stockées. Cependant, il existe un risque important de rejet immunitaire du greffon cellulaire.
Les patients sont donc placés sous traitement immunosuppresseur, ce qui entraine des effets

indésirables assez lourds!'3”138,
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Figure 8 : Comparaison de la thérapie cellulaire autologue et allogénique'®

Modifié d'apres Karantalis et al., 2015
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Aujourd’hui, il existe trés peu de traitements de thérapie cellulaire sur le marché. Dans les
stratégies de thérapie cellulaire autologue, il est retrouvé le produit Carticel® commercialisé par
la société¢ Genzyme, afin de réparer les dommages articulaires apres des traumas répétés ou
chez les patients non répondant aux traitements classiques de I’arthrose'**. En Europe,
’Holoclar® est également un produit de thérapie cellulaire autologue ayant une AMM dans la
régénération de cornée aprés brhlure. Ces cellules sont différenciées ex vivo en cellules
épithéliales de la cornée et sont ensuite réimplantées'*°. Dans le contexte de thérapie cellulaire
allogénique, en Europe, nous retrouvons I’ Alofisel® développé par la société TiGenix, a base
de cellules souches mésenchymateuses indiqué dans la prise en charge des fistules anales
complexes associées a la maladie de Crohn chez les patients non répondeurs aux thérapies
médicales et chirurgicales classiques'*!.

A titre d’information, sur le site clinicaltrial.gov en aoGt 2019, il est retrouvé 5626 études
cliniques de phase I et II dans le domaine de la thérapie cellulaire'*’. Le faible nombre de
médicaments innovants en thérapie cellulaire sur le marché comparé au nombre trés important
d’études en cours sur ces stratégies refléte trés clairement la complexité de tels médicaments.
Différentes problématiques s’imposent alors telles que la confection du médicament de thérapie
cellulaire, ou bien la compréhension du mécanisme d’action. Ces informations sont
indispensables pour la validation du produit, et de la méme manicre il faut y associer une
définition claire du protocole d’administration ainsi qu’avoir une vision économique a long

terme pour I’industrialisation.

2.2 Principaux types cellulaires utilisé€s

Parmi les sources de cellules greffées, les cellules souches sont particulierement utilisées au
regard de leurs propriétés intrinséques d’auto-renouvellement, ainsi que de différenciation en
plusieurs types cellulaires. Cinq grands types de cellules souches peuvent ainsi E&tre
décrits (Figure 9) :

- Cellules souches totipotentes : capables de se différencier dans tous les types cellulaires
(embryonnaire et extra-embryonnaire) et peuvent donner a elles seules un organisme
entier lors d’une réimplantation chez une meére porteuse.

- Cellules souches pluripotentes : cellules souches de la masse interne de I’embryon, dites
cellules souches embryonnaires. Elles peuvent générer des cellules des trois feuillets

embryonnaires : endoderme, mésoderme et ectoderme. Leur obtention est rendue
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possible grace aux embryons surnuméraires issus de fécondation in vitro et non retenus
pour un projet parental ; mais souléve néanmoins des questions d’ordre éthique'*’.

- Cellules souches multipotentes : cellules souches pouvant donner plusieurs types
cellulaires. Elles sont dites déterminées ou progénitrices et sont présentes dans la plupart
des tissus afin d’assurer une homéostasie.

- Cellules souches oligopotentes : cellules souches pouvant donner quelques types
cellulaires pour un tissu donné.

- Cellules souches unipotentes : cellules souches pouvant donner un seul type cellulaire,

avec une capacité d’auto-renouvellement.
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Figure 9 : Différents types de cellules souches'*.
Modifie d’aprés Magalon et al, 2018.

A ces cing types cellulaires s’ajoutent les cellules souches pluripotentes induites (iPSC) décrites

et mises au point par 1’équipe du Professeur Yamanaka'#*

. Ce sont des cellules pluripotentes
provenant de cellules différenciées. Cette technique est basée sur la transfection d’ADN au sein
de la cellule différenciée qui code pour des facteurs de transcription qui forceront I’expression

de geénes spécifiques des cellules souches pluripotentes'®. Cette technique permet alors
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d’obtenir des cellules souches possédant les propriétés de cellules souches embryonnaires
(CSE), ce qui limite la problématique éthique de la ponction des cellules sur les embryons

humains.

Un autre type de cellules souches est également a I’étude en tant que produit de thérapie
cellulaire : les cellules précurseurs. Ces cellules sont engagées dans une voie de différenciation.
Elles ont perdu leur capacité d’auto-renouvellement et ne pourront donner qu’un seul type

cellulaire'#°.

Tous ces types cellulaires peuvent servir a 1’élaboration d’un produit de thérapie cellulaire de
par leur capacité¢ de différenciation et d’auto-renouvellement. De plus, les cellules souches
possedent une capacité de prolifération plus importante que des cellules différenciées ce qui est

important pour I’expansion des cellules en vue d’une injection.

La thérapie cellulaire aujourd’hui, utilise en majeure partie des cellules souches
mésenchymateuses (CSMs). Ce sont des cellules multipotentes originaires du feuillet
mésodermique que 1’on peut retrouver dans de nombreux endroits tels que la moelle osseuse,
le tissu adipeux, mais également dans les muscles'?’.

Ces cellules souches multipotentes sont présentes dans différents tissus de I’organisme et
peuvent étre plus ou moins facilement isolées & partir de ces tissus par ponction. A noter qu’il
existe deux types de tissus en fonction de la présence de ces cellules souches. Il s’agit des tissus
renouvelés en permanence par des cellules souches « actives » (exemple du tissu sanguin ou
intestinal) et ceux contenant des cellules souches de « réserve », qui se différencient en cellules
spécialisées sous I'influence de certains signaux. Ces cellules constituent une sorte de «
réservoir » de cellules réparatrices prétes a se différencier et qui pourraient présenter un intérét
dans le développement de stratégies innovantes, non plus basées sur I’implantation de cellules
souches exogeénes mais sur 1’utilisation de ces cellules souches présentes naturellement au sein
des tissus comme cellules réparatrices potentielles (stratégie de réparation endogene).

Ces cellules souches mésenchymateuses ont donc le pouvoir de se différencier en un autre type
cellulaire que celui prédit par son lieu d’origine. Une CSM provenant de la moelle osseuse peut
alors se différencier en une cellule du tissu adipeux, et ce, sous I’influence de certains facteurs
de croissance. De plus, ces cellules possedent également une aptitude paracrine, lui permettant
de secréter un large panel de molécules influengant le milieu, tant sur I’immunogénicité que sur

’angiogenése!®.
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Au-dela de leurs capacités de différenciation qui ont conduit a leur utilisation afin d’obtenir
différents types cellulaires, ces CSMs possédent ¢également des propriétés
immunomodulatrices'*. A 1’état basal, les CSMs expriment trés peu les molécules Human
Leukocyte Antigen (HLA) de classe I, et n’expriment pas les molécules HLA de classe II. Elles
n’expriment pas non plus les antigénes de surface de costimulation CD80, CD86 et CD40.
Cela signifie donc que les CSMs peuvent étre des cellules de choix vis a vis de la greffe
allogénique puisqu’elles diminuent le risque de réaction immunogene.

De plus, elles induisent une inhibition de la prolifération des Lymphocytes T (LT) qui
dépendrait de contacts cellulaires engendrant la production de cytokines inflammatoires comme
L’IFN-gamma ou I’IL-1Beta'*. Ce phénoméne ajouté a différents facteurs solubles synthétisés
par chacune des populations cellulaires semble étre la cause de cette inhibition. Les CSMs sont
¢galement capables de moduler la réponse immunitaire en induisant une population de cellules
T régulatrices'®. Cette immunomodulation est dépendante de la présence de sécrétions de
multiples molécules telles que les prostaglandines (notamment PGE2) ou d’enzymes telle que
I’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) qui inhibe la prolifération des lymphocytes T par
dégradation du tryptophane en métabolites toxiques''.

Ce potentiel immunomodulateur des cellules souches mésenchymateuses permet de diminuer
le risque immunogene d’une greffe, ce qui pourrait ainsi permettre de s’affranchir du caractere
de comptabilité donneur-receveur dans une thérapie cellulaire allogénique.

Les CSMs sont connues pour étre retrouvées dans la moelle osseuse, mais il existe un autre
tissu riche en cellules souches multipotentes : le tissu adipeux. En effet, le tissu adipeux possede
une densité en cellules souches estimée a 40 fois plus importante que celle du tissu de la moelle
osseuse'°>!33. Cela en fait un tissu trés riche de cellules souches multipotentes, appelées
Adipose Stem Cells (ACS)!**!34 Cette découverte de I’équipe de Zuk est datée de 2001'5°. De
plus, ces cellules possédent les mémes capacités immunomodulatrices et se différencient en
différents types cellulaires au méme titre que les CSMs provenant de la moelle osseuse (BM-
MSC pour Bone Marrow-Mesenchymal Stem Cell)'*°. La densité cellulaire importante de ce
tissu, ajoutée a la facilité de prélevement (liposuccion) en font une source de choix pour le

développement d’une thérapie cellulaire.
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2.3 Candidats cellulaires pour une thérapie cellulaire de la dystrophie musculaire de

Duchenne

Cellules satellites

Dans un premier temps, les chercheurs se sont naturellement tournés vers les cellules souches
myogéniques : les cellules satellites. Ce sont des cellules souches capables de proliférer et de
se différencier afin de fusionner entre elles pour aboutir a la formation de fibres musculaires
matures'’. Les cellules satellites se situent entre la membrane et la lame basale de la fibre
musculaire, et sont des cellules mononuclées, d’apparence fusiforme avec un rapport nucléo-
cytoplasmique élevé!*®. Elles présentent différents marqueurs tels que CD56, la M-cadhérine
ou la desmine'>. Elles expriment également des marqueurs myogéniques comme les facteurs
de transcription de la famille Pax qui régulent le développement et la différenciation pendant
I’embryogenese et notamment Pax7 qui intervient dans le maintien des cellules satellites dans
le tissu musculaire. Les cellules satellites sont aussi identifiables car elles expriment des
facteurs de régulation myogénique (MRF) comme myf5 et MyoD!%!16! Ce type cellulaire peut
se différencier et provoquer une croissance musculaire par ajout de nouveaux noyaux ce qui

augmentera la taille de la fibre musculaire!®

. De plus, ces cellules vont attirer les monocytes
au site de régénération, et, par contact direct et par sécrétion de facteurs solubles, les
macrophages vont participer a la régénération musculaire et protéger les cellules satellites de
’apoptose!®’.

Les cellules satellites seraient alors un candidat optimal pour une thérapie cellulaire de la

myopathie de Duchenne, par leur capacité de régénération musculaire. Néanmoins, le faible

nombre de cellules satellites disponibles limite la faisabilité d’un développement thérapeutique.

Myoblastes

Les myoblastes sont les descendants de la cellule satellite. Ce sont des cellules précurseurs du
muscle strié squelettique, qui proliférent en fonction des facteurs externes. Elles expriment de
la méme manicere des facteurs de transcription comme Pax7, myf5 ou MyoD. Ces précurseurs
myogéniques ont montré une preuve de concept en thérapie cellulaire chez des souris atteintes
de dystrophie. En effet, aprés administration, il a été observé une restauration de I’expression
de la dystrophine!'®*!%, Par la suite, plusieurs essais cliniques ont été réalisés concernant une
greffe de myoblastes humains, mais 1’efficacité du traitement s’est avérée étre limitée. En cause,
une mortalité trés importante des cellules greffées, autour de 90%, et ce, dans les 24 heures

suivant I’injection'®1%°. Plus récemment, il a été montré qu’une amplification in vitro des
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myoblastes humains réduisait leur potentiel myogénique et réduisait également leur
migration! /%171,
Il y a actuellement un essai clinique en cours au Canada, en phase I/II de transplantation de

myoblastes humains chez 10 enfants atteints de DMD de plus de 16 ans'.

Cellules myéloides suppressives

Un groupe cellulaire envisagé pour une thérapie cellulaire de la DMD est également celui des
cellules my¢loides suppressives (MDSC). Ces cellules font partie d’un groupe de cellules
immunitaires composées notamment de monocytes, macrophages ou de cellules dendritiques.
Cette population est assez hétérogene et possede un fort potentiel inhibiteur du systéme
immunitaire. Les MDSC humaines sont caractérisables car elles expriment les marqueurs
CD105 et CD133'72, Elles peuvent étre isolées par un protocole de pré-plating basé sur leur
temps d’adhérence!”. Leur expansion in vitro a pu étre validée et une démonstration de

régénération musculaire a pu étre réalisée en pré-clinique sur un modéle de souris SCID mdx'™.

Mésoangioblastes et péricytes

Les mésoangioblastes et péricytes sont ¢galement a 1’étude en thérapie cellulaire de la DMD.
Ce sont des progéniteurs mésodermiques exprimant certains marqueurs tels que ’a-SMA,
ALP, Flk, CD56™ 7 1ls possédent la capacité de se différencier in vitro en myocytes, en cellules
musculaires lisses, en cardiomyocytes mais ¢galement en ostéocytes et adipocytes. Ces cellules
ont montré une preuve de concept en pré-clinique dans un modeéle de souris SCID mdx'’®. Une
thérapie cellulaire a été alors testée en essai clinique de phase I/Ila sur 5 patients avec des
injections intra-artérielles de mésoangioblastes/péricytes HLA-compatibles. Ces injections ont
¢été réalisées a des doses croissantes a intervalle de deux mois. Malheureusement les résultats
n’ont montré qu’une faible quantité d’ADN retrouvé des cellules greffées ainsi qu’une absence
d’expression de dystrophine. Du point de vue du phénotype, aucune amélioration fonctionnelle

n’a été montrée!”’.

Cellules myo-endothéliales

Les cellules myo-endothéliales peuvent également étre envisagées comme produit de thérapie
cellulaire dans la DMD. Ce sont des cellules présentes dans 1’espace interstitiel du muscle
squelettique. Elles différent des cellules satellites par 1’expression de transcrits comme
ABCG2/BRCP1 et peuvent se différencier en cellules myogéniques, en adipocytes et en cellules

endothéliales'’8. Dans un modele de souris présentant des lésions musculaires, 1’injection de
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ces cellules en intramusculaire a pu entrainer une augmentation de la masse et de la fonction

musculaire!”°.

Cellules AC133"

Les cellules AC133" sont des cellules souches multipotentes exprimant le marqueur CD133 et
isolées a partir du sang périphérique ou du muscle humain. En tant que produit de thérapie
cellulaire, ces cellules ont été injectées a des souris mdx. La preuve de concept a été validée
puisque ces souris ont montré une régénération du muscle, une production de dystrophine ainsi
qu’une augmentation de la force musculaire. Ces cellules ont pu étre retrouvées au niveau des

niches de cellules satellites'®°

. Un essai clinique de phase I a pu étre réalisé chez des patients
atteints de DMD avec une injection locale de ce produit de thérapie cellulaire. Néanmoins, une
mort cellulaire excessive a 24 heures des cellules injectées a été observée, ainsi qu’une absence

totale de bénéfice fonctionnel'®'.

Cellules PICs

Les cellules PICs pour cellules interstitielles PW17/Pax7" sont des progéniteurs musculaires
localisés dans D’interstitium, et ont été identifiées assez récemment'®?. L’expression du
marqueur PW1 est une caractéristique qui les différencie des autres cellules souches
musculaires. Il a ét¢ montré qu’une injection intramusculaire sur un modele pré-clinique de

souris peut contribuer a une régénération musculaire'®?.

Cellules dérivées de la cardiosphére

Les cellules dérivées de la cardiosphére (CDCs) sont des progéniteurs cardiaques. Ces cellules
ont été envisagées pour traiter des patients dystrophiques ayant une atteinte cardiaque. Un essai
clinique de phase II « HOPE-2 » a ét¢ réalisé sur 25 garcons agés de plus de 12 ans possédant
une cardiomyopathie avec une fibrose avancée!®3. Le médicament de thérapie cellulaire CAP-
1002 a été bien toléré en ce qui concerne ’injection. Douze mois aprés le traitement, les
analyses d’imagerie (IRM) du cceur a pu montrer une amélioration morphologique et
fonctionnelle mais également une amélioration fonctionnelle au niveau des membres
supérieurs!®3. Ce médicament de thérapie cellulaire est maintenant en essai clinique de phase

741 LEH
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Cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont des cellules originaires des lignées
cellulaires sanguines'8*. Elles peuvent étre isolées a partir d’une ponction de moelle osseuse et
par leurs marqueurs spécifiques CD34 et CD45'%. Ces cellules se différencient en cellules
appartenant aux lignées lymphoides et myéloides. Néanmoins, il a ét¢ montré qu’elles avaient
la capacité de se différencier en d’autres types cellulaires tels que des types appartenant au

186 Ay niveau du

muscle strié¢ squelettique, au myocarde, au systéme nerveux ou encore au foie
muscle strié squelettique, il a méme été montré que ces cellules pouvaient migrer vers un site
Iés¢ et, a travers une différenciation en cellules musculaires, pouvaient augmenter la
régénération'®’. Néanmoins, lors d’une administration chez la souris mdx et chez le chien

GRMD, il n’a été observé aucune amélioration du phénotype!53-13,

Cellules souches mésenchymateuses

Les CSMs étant le type cellulaire le plus fréquemment étudié dans le développement de thérapie
cellulaire, il est également envisagé dans le traitement de la DMD. Ces CSMs ne possédent pas
de marqueurs spécifiques mais il est admis qu’elles présentent les caractéristiques
phénotypiques suivantes : capacité d’adhérence au plastique, prolifération et capacité d’auto-
renouvellement, expression de marqueurs membranaires caractéristiques CD105, CD73, CD90,
CD44, CD29'°. Néanmoins, elles n’expriment pas les antigénes de surface des cellules souches
hématopoiétiques (CD34, CD45, CD14). Leur potentiel immunomodulateur est un trés fort
atout dans la mise en place d’une thérapie cellulaire. C’est un candidat de taille dans le
développement d’une thérapie cellulaire dans la DMD, néanmoins les résultats jusqu’ici sont
toujours mitigés, d’autant plus que différents résultats peuvent étre observés en fonction de
I’origine des cellules souches mésenchymateuses. En effet, si I’on prend des CSM originaires
du tissu adipeux, des chercheurs ont pu montrer qu’apres une injection en intramusculaire chez
des souris mdx, il était retrouvé une expression de dystrophine dans 50% des fibres musculaires
a 10 jours, et que les cellules greffées étaient toujours présentes au bout de 80 jours post-
injection!”!. 11 a également été montré qu’en injection systémique chez le chien GRMD, les
CSMs du tissu adipeux ont un tropisme musculaire, avec une expression de la dystrophine faible

pendant plusieurs mois'??

. Néanmoins, une absence de bénéfice clinique a pu étre démontrée.
D’un autre c6té, les résultats sont mitigés en ce qui concerne les CSMs provenant de la moelle
osseuse. Ces cellules ne se différencient en cellules musculaires in vitro que lorsqu’elles sont
mises en contact avec des myoblastes ou bien transduites avec des facteurs de transcription tels

que Pax3 ou MyoD!*3.
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Cellules souches pluripotentes induites

Les cellules souches pluripotentes induites (iPSC) sont également au centre du sujet de la
recherche développant des thérapies cellulaires puisqu’elles possédent une capacité a se
différencier en plusieurs types cellulaires'*’. Elles possédent la méme pluripotence que les
cellules souches embryonnaires, et apportent donc une alternative notamment vis a vis du
probléme éthique de ponctions cellulaires sur des embryons. Néanmoins, dans un contexte de
DMD, il est nécessaire d’induire au préalable leur différenciation en lignée myogénique. Ces
cellules peuvent également engendrer la formation de tumeurs, ce qui est un risque important

et donc limite aujourd’hui les recherches dans ce domaine.

Le développement d’une thérapie cellulaire implique aujourd’hui plusieurs problématiques. En
premier lieu, le choix du type cellulaire est un ¢lément essentiel et dépendant de chaque
pathologie visée. A savoir également si la thérapie sera autologue ou allogénique, ce qui
n’engendre pas les mémes schémas thérapeutiques, et surtout une question d’immuno-
compatibilité a maitriser. A ceci, s’ajoute également tout un protocole a mettre en place afin de
valider les doses de cellules a injecter mais aussi d’établir la voie d’administration. De plus, a
présent il est de moins en moins parlé de cellules injectées seules mais plutdt de produit de
thérapie cellulaire qui englobe les cellules, leur milieu et tout le conditionnement pré-injection
comme une différenciation en lignée myogénique par exemple. Ce sont tous ces facteurs qui

pourront engendrer une efficacité thérapeutique.

Depuis quelques années, de nombreuses questions ont émergé concernant la thérapie cellulaire.
En effet, des études ont pu montrer que les cellules greffées mourraient apres la transplantation
mais qu’un effet thérapeutique était tout de méme observé!**. Des solutions sont a I’étude pour
remédier a cette mort cellulaire précoce, notamment a travers I’encapsulation des cellules ou
bien via I’intégration des cellules dans une matrice sous forme de gel. Le pré-conditionnement
des cellules est ¢galement trés important. Elles peuvent étre prétraitées de maniére chimique ou
méme physique avec du chaud ou du froid.

Néanmoins, la mort cellulaire avec une persistance de 1’effet thérapeutique souléve une
question de taille concernant le mécanisme d’action réel de ces thérapeutiques. Les bénéfices
observés seraient-ils liés uniquement au peu de cellules greffées qui se sont implantées ou bien

d aux sécrétions paracrines des cellules avant leur mort ? Pour répondre a cette problématique,

des chercheurs ont testé 1’injection du milieu conditionné des cellules et ont pu montrer un
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bénéfice thérapeutique similaire a I’injection des cellules!*>!%%. Cela signifie que les messages
envoyés par les cellules sont capables de modifier I’environnement. Ces messages sont des
facteurs paracrines qui peuvent étre des facteurs solubles tels que des protéines, mais aussi des
vésicules extracellulaires (VEs) qui possedent un role de «taxi» transportant différents
messages comme des micro-ARN, des protéines ou méme des lipides'®’'*°. Ces messages
seront réceptionnés par les cellules de I’environnement et induiront un changement pouvant

engendrer un bénéfice thérapeutique.

2.4 Vésicules extracellulaires

2.4.1 Définition

Les vésicules extracellulaires sont des vésicules de taille nanométrique transportant des
informations qui servent a la communication intercellulaire. Elles sont sécrétées par tous les
types cellulaires qu’ils soient procaryotes ou eucaryotes. Les VEs sont retrouvées dans tous les
liquides biologiques : sang, urine, lait maternel, lymphe, salive, larmes, sécrétions nasales,
liquide amniotique, liquide céphalo-rachidien, bile, liquide d’ascite et liquide séminal>**?°!. En
fonction de leur provenance, les VEs peuvent transporter des messages pouvant avoir un effet

bénéfique ou bien un effet néfaste comme dans certaines pathologies tel que le cancer.

2.4.2 Differents types de vésicules extracellulaires

Dans I’appellation « vésicules extracellulaires », il est distingué plusieurs types de vésicules,
mais elles sont toutes formées par une bicouche lipidique renfermant un milieu aqueux. Les
différents types différent par leur taille mais surtout par leur biogenése : les corps apoptotiques,

les microvésicules et les exosomes?*? (Figure 10).
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Figure 10 : Représentation des différents types de vésicules extracellulaires en fonction de leur
biogenése®”

Modifié d’apres Devhare et al., 2017

Les corps apoptotiques

Ils possedent une taille pouvant varier de 100 a 5000 nm. Ils sont le résultat de 1’apoptose
cellulaire qui est une mort cellulaire programmée. Cette mort cellulaire se déroule en plusieurs
¢tapes avec dans un premier temps une condensation de la chromatine nucléaire. Par la suite,
la membrane plasmique va bourgeonner et enfin la cellule se désintégrera en grosses vésicules
appelées corps apoptotiques. L apoptose a lieu suite a des voies de signalisation spécifiques, et
les cellules en apoptose sont marquées par la présence de phosphatidylsérine sur la face externe
de la membrane. De plus, la thrombospondine et les protéines du complément C3b sont oxydées
ce qui permet une reconnaissance par les macrophages afin d’induire la phagocytose des corps

apoptotiques®™.

Les microvésicules

Les microvésicules ou microparticules (MP) sont des vésicules ayant une taille comprise entre
100 et 1000 nm. Dans un premier temps, il y a un bourgeonnement de la membrane plasmique,

puis une fission et une libération de la vésicule dans le milieu extracellulaire’”>. De par la
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formation de ces MP, leur contenu cytosolique est assez proche du cytosol de la cellule
sécrétrice. Il est retrouvé deux marqueurs principaux dans les MP, notamment la
phosphatidylsérine qui est nécessaire pour la formation des MP. Elle est transloquée a la
membrane externe ce qui provoque un déséquilibre dans les lipides et induit une courbure de la
membrane formant ainsi le bourgeonnement. Le second marqueur principal est la protéine
ARF6 (ADP-ribosylation Factor 6). En effet, cette protéine active la phospholipase D qui va
recruter des kinases ERK. Cela activera par la suite les kinases de la chaine 1égere des myosines

qui induiront une contraction du cytosquelette et enfin une libération des MP>*,

Exosomes

Les exosomes forment la fraction la plus petite des vésicules extracellulaires. Ils posseédent une
taille variant de 30 a 150 nm. Ils sont formés a partir du compartiment endosomal. En effet, une
portion de la membrane cellulaire est internalisée et forme ensuite un endosome. Des vésicules
se forment ensuite a I’intérieur de I’endosome et ce via une invagination de partie de la
membrane endosomale. L’endosome contenant plusieurs vésicules est ensuite appelé corps
multivésiculaires. La réorganisation de protéines comme les tétraspanines est un élément
essentiel pour la formation des vésicules intra-luminales. De méme, les protéines de la famille
Rab sont des régulateurs de la formation d’exosomes**. Le corps vésiculaire pourra ensuite
fusionner avec la membrane cellulaire et libérer les vésicules dans le milieu extracellulaire®.
Il existent différents marqueurs pour caractériser mais €galement isoler la fraction exosomale
des VEs, telles que les tétraspanines CD9, CD63 ou CD81, ou encore les protéines Alix et
TGS1012%,

Certains chercheurs font le choix de conserver I’appellation générique des vésicules
extracellulaires et de ne pas parler sélectivement des exosomes ou des microparticules. C’est le
choix qu’a fait la Société Internationale des Vésicules Extracellulaires, puisqu’ils classent les
vésicules extracellulaires selon des critéres différents tels que la taille, la morphologie, les
marqueurs protéiques transmembranaires ou cytosolique mais également selon 1’absence de
résidus intracellulaires ou provenant de protéines extracellulaires?*®. La fonction qu’auront les

vésicules rentrent également dans leurs critéres de sélection®”’.
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2.4.3 Composition des vesicules extracellulaires

L’identification du contenu vésiculaire est une étape clé dans la caractérisation d’un type de
VEs. Les vésicules peuvent contenir des acides nucléiques tels que des ARN messagers
(ARNm), des microARN ou des ARN non codants mais ¢galement des protéines et des lipides

(Figure 11).

Les acides nucléiques contenus dans les VEs peuvent donc étre des ARNm, des microARN
mais aussi des ARN ribosomaux, des ARN de transfert, des ARN interférents, de ’ADN
mitochondrial ou des ARN longs non codants. Récemment il a méme été découvert de I’ADN
double brin a I’intérieur de VEs?®2!!, Ces acides nucléiques seront transférés dans des cellules
cibles et pourront induire des effets spécifiques comme une régulation de génes ou méme une
reprogrammation épigénétique de la cellule cible?'?. L’incorporation des microARN dans la
cellule cible serait sous le controle de la ribonucléoprotéine nucléaire A2B1213,

Les VEs transportant des acides nucléiques permettent notamment leur protection puisque
lorsque ces acides nucléiques sont libérés « nus » dans le milieu extracellulaire, ils sont
dégradés rapidement par des RNases. Ces acides nucléiques contenus dans les VEs forment une
sorte de signature de la cellule sécrétrice, et ceux-ci peuvent étre identifiés a I’aide d’analyse
transcriptomique telle que de la RNAseq.

Au sein des VEs, il est également retrouvé des protéines spécifiques et conservées entre
différentes especes de VEs. Il a ét¢ montré que le contenu protéique est non aléatoire et qu’il
peut étre retrouvé des protéines communes a une majeure partie des VEs. Les protéines les plus
communément retrouvées sont des protéines de structures telles que des tétraspanines, des
intégrines, des protéines du choc thermique comme Hsp60, 70 ou 90. 1l est également retrouvé
des protéines ESCRT, des annexines, des protéines du cytosquelette, des enzymes
métaboliques, des protéines ribosomales et des molécules du CMH?!4, Certaines protéines
comme les tétraspanines et les protéines endosomales sont plus souvent retrouvées dans la
fraction exosomale. En revanche, les protéines ribosomales et protéines du protéasome sont,
elles, retrouvées plus fréquemment dans les microvésicules®!>2!¢. Ces protéines peuvent étre
mises en évidence par différentes techniques connues comme le western-blot ou la microscopie
immuno-¢électronique. Plus récemment, le développement de techniques d’étude de
protéomique a permis la recherche plus rapide et large des protéines contenues dans les

vésicules.
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Figure 11 : Représentation schématique de la composition des vésicules extracellulaires®’

Extrait de Colombo et al., 2014.

Les lipides font également partie intégrante de la composition des VEs et sont aussi répartis de
maniére non aléatoire et spécifique en fonction de chaque type sécrétoire. Les lipides
communément retrouvés dans les VEs sont la sphingomyéline, la phosphatidylcholine, la
phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylsérine, le ganglioside GM3, le phosphatidylinositol,
les prostaglandines D2, F2, J2 et R2, des céramides, du cholestérol, 1’acide
lysobiphosphatidique et certains acides gras saturés?!®. Les lipides participent pour beaucoup
au maintien de la stabilité et de la rigidité des VEs. De la méme maniére que pour le protéome
des VEs, le taux de chaque lipides différe en fonction de la fraction vésiculaire. Par exemple, il
sera retrouvé de la phosphatidylsérine préférentiellement dans les microvésicules car le
bourgeonnement de ces vésicules nécessite la translocation de la phosphatidylsérine sur la face
externe. Certains lipides peuvent également étre dits « bio-actifs », comme la sphingomyéline

qui aurait un potentiel pro-angiogénique ou encore certaines prostaglandines associées a la
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membrane de la vésicule qui pourront activer des voies de signalisation spécifiques®!®2!°. Le

lipidome des VEs peut étre étudié a travers des études spécifiques de lipidomique.

2.4.4 Isolation des vésicules extracellulaires

Différentes techniques sont aujourd’hui réalisables pour isoler les fractions vésiculaires de
liquide biologique ou de milieu de culture. La plus communément utilisée dans la recherche est
basée sur des techniques d’ultracentrifugations successives. Elle permet une sélection de la
fraction par la masse des vésicules. Un protocole reconnu et trés utilisé aujourd’hui dans de
nombreuses ¢études a été mis en place par 1’équipe de Clotilde Théry et consiste en une
centrifugation de 10 minutes a 300g permettant d’¢liminer les cellules, une centrifugation de
20 minutes a 2000g permettant d’éliminer les débris cellulaires, une centrifugation de 40
minutes a 10000g permettant d’éliminer les corps apoptotiques et enfin une ultracentrifugation
de 90 minutes a 100000g permettant d’éliminer les plus grosses vésicules*?’. Cette derniére
ultracentrifugation peut étre répétée une seconde fois afin d’obtenir une fraction vésiculaire
plus pure. Néanmoins, il a été reconnu que la séparation des fractions vésiculaires par ce biais
induisait également la formation d’agrégats des particules qui deviennent alors tres difficiles a
resuspendre??!.

D’autres techniques également tres utilisées sont basées sur le principe de la chromatographie.
11 est possible de séparer différentes fractions selon leur taille en chromatographie d’exclusion
stérique ou bien selon leurs marqueurs cellulaires en chromatographie d’affinité. Pour cette
derniére, il est récupéré une fraction plus pure que lors d’ultracentrifugation par exemple. Une
autre technique possible est la séparation des vésicules en centrifugation a gradient de sucrose
qui permet une sélection des particules selon leur poids moléculaire et leur forme>’.
Néanmoins, 1’isolation d’une fraction vésiculaire pour une application clinique n’est validée
d’un point de vue réglementaire que lorsqu’elle est réalisée par diafiltration suivie d’une
filtration tangentielle. La diafiltration permettra de remplacer le milieu dans lequel sont les
vésicules par un milieu spécifique et validé, puis la filtration tangentielle permettra de récupérer

une fraction vésiculaire selon la taille des particules!'®*.
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2.4.5 Devenir des vésicules extracellulaires

Il est admis aujourd’hui que les VEs possédent un réle trés important dans la signalisation
paracrine par reconnaissance des cellules cibles. L’interaction peut se faire avec des cellules
cibles proches en terme de localisation ou bien plus ¢éloignées si les vésicules se retrouvent dans
la circulation sanguine. Lorsque la vésicule extracellulaire rencontre sa cellule cible, différents
mécanismes d’interaction peuvent avoir lieux : interaction directe, endocytose ou bien fusion

des membranes (Figure 12).

L’interaction directe est, comme son nom le laisse supposer, une reconnaissance directe de
marqueurs cellulaires présents sur la vésicule par la cellule cible. Cette reconnaissance peut
engendrer directement 1’activation de cascades de signalisation. Par exemple, il a ét¢ montré
que la présence de marqueurs vésiculaires comme ’ICAM1 ou des intégrines sur la membrane

vésiculaire amenait ce type d’interaction directe??.

L’endocytose est un procédé plus complexe, avec toujours cette notion de reconnaissance des
marqueurs vésiculaires. La reconnaissance va induire [’internalisation de la vésicule par
endocytose ou phagocytose. La vésicule sera ensuite, soit transportée vers une autre cellule par
transcytose, ou bien dégradée via des lysosomes, ce qui rendra le contenu vésiculaire accessible
pour la cellule cible. La phagocytose est plus souvent observée par les cellules immunitaires

telles que les cellules dendritiques, les macrophages ou les cellules T?%.

Le dernier mécanisme d’interaction vésicules-cellule cible est la fusion des membranes. Par
reconnaissance, les membranes vésiculaires et cellulaires vont fusionner et il y aura alors une
libération du contenu vésiculaire dans le cytosol. Pour ce mécanisme, il est important que le
milieu vésiculaire et cellulaire soit compatible’®™. De plus, le pH de la vésicule sera un
parametre important puisqu’un pH neutre rend les membranes plus rigides et donc limite la

possibilité de fusion alors qu’un pH légérement acide permet un assouplissement de celle-ci.

56



Microparticules
100-1000 nm
Bourgeonnement de la membrane cellulaire

Fusion membranaire

P
& (o}
"' Exosomes ..
:' 30-150 nm -~ > ©
\ Farmésidans Transportées dans la Eridogytose
\\ 'endosome tardif ; P ; ; ® O
circulation sanguine o
“\;’\, Liaison ligand-récepteur
= (transduction du signal)
Corps apoptotiques
100-5000 nm

Figure 12 : Représentation de l'interaction des vésicules extracellulaires et de leur cellule

cible*™

Modifie d’apres Kervadec, 2017

Afin de visualiser I’internalisation des VEs dans les cellules cibles, il est possible de les marquer
avec un colorant comme le PKH26 ou le DiD qui vont marquer les bicouches lipidiques ou
encore le CFSE (carboxyfluorescéine diacétate succinimidyl ester) qui marque le cytosol?**. Un
suivi des VEs peut étre réalisé, permettant une observation de la livraison du contenu vésiculaire

dans la cellule cible.

2.4.6 Fonction des vésicules extracellulaires

Les VEs ont donc un réle prépondérant dans la communication intercellulaire. Pour exemple,
des fibroblastes ont ét¢ mis en incubation avec des VEs de cellules cardiaques, et il a été
démontré que ces fibroblastes exprimaient moins les marqueurs de fibroblastes que des
marqueurs angiogéniques??’. Ces VEs ont donc pu modifier le phénotype d’un autre type
cellulaire par transfert horizontal d’informations.

Les VEs peuvent avoir un rdéle dans des conditions physiologiques mais également
pathologiques. Par exemple, il a ét¢ montré que des lymphocytes T activés pouvaient, par le

biais de VEs de cellules dendritiques (CD) contenant des molécules du complexe majeur
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d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe II, étre régulés négativement pour I’interaction LT-
CD?%. 11 a également été montré que des microvésicules de cellules progénitrices endothéliales
pouvaient activer I’angiogenése par transfert &’ ARNm dans d’autres cellules®?’.

D’un autre c6té, leur fonction dans des situations pathologiques a également ét¢ montrée, par
exemple lors de la mise en contact de VEs dérivant de cellules tumorales avec des cellules
souches mésenchymateuses. En effet, ces CSMs présentes dans le stroma du tissu tumoral ont
ensuite évoluées en myofibroblastes associés au cancer??®,

De nombreuses études ont su montrer le role des VEs dans des conditions physiologiques ou
pathologiques. Néanmoins, trés peu d’études ont pu identifier quelles molécules contenues dans
les VEs ¢étaient responsables des effets observés.

La fonction des VEs est avant tout dépendante du contenu vésiculaire mais surtout du type
cellulaire sécréteur. En effet, les VEs seront totalement différentes lorsque 1’on change le type
cellulaire qui va envoyer a travers ses VEs des messages bien spécifiques. A titre d’exemple,
dans les exosomes de CSMs, il a pu étre identifié pas moins de 4400 protéines et plus de 150
microARN?*-230, Cela signifie aussi que la recherche du contenu vésiculaire par des techniques
de transcriptomique, protéomique ou lipidomique doit étre ciblée car la densité¢ des données

obtenues peut étre trop lourde vis-a-vis de I’information recherchée.

2.4.7 Les vesicules extracellulaires comme futurs médicaments

En fonction du réle physiologique ou pathologique des VEs, différentes stratégies pourront étre
proposées. Notamment dans les cancers, ou de nombreux chercheurs travaillent a inhiber la
formation des VEs pouvant agir comme un promoteur du cancer ou encore dans des maladies
neurodégénératives. Un volet de la recherche se concentre également aujourd’hui sur
I’identification rapide de VEs qui pourraient servir comme un outil de diagnostic de certaines

pathologies.

Pour les VEs possédant un role de « taxi », il est envisagé de s’en servir comme transporteurs
pour certaines applications. En effet, les cellules sécrétrices peuvent étre modifiées par
transfection d’ADN plasmidique ou d’ARN afin de transporter des VEs vers des cellules
cibles**!'"233, Une incubation avec un médicament peut également engendrer 1’empaquetage de
celui-ci dans les VEs?**. Dans un contexte d’ingénierie des VEs, des chercheurs ont également

pu développer des VEs qui expriment une protéine qui cible spécifiquement des cellules
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cancéreuses du sein exprimant ’EGFR (récepteur du facteur de croissance épidermique) afin
de délivrer certains microARN?*,

Dans le contexte de la thérapie cellulaire, des études récentes démontrent que les VEs sécrétées
par les cellules transplantées seraient responsables de 1’effet global de la thérapie cellulaire?>.
En effet, il a ét¢ montré que les VEs peuvent stimuler 1’angiogenése ainsi qu’augmenter la
fonction contractile cardiaque, ce qui est alors trés intéressant pour le traitement de
I’infarctus?36237

Il est important de noter que la nature des cellules sécrétrices est trés important puisqu’il a été
montré que des VEs de fibroblastes n’apportaient aucun bénéfice dans un ceeur infarcis®*®. De

ce fait, la plupart des VEs utilisées aujourd’hui sont celles sécrétées par le type cellulaire

envisagé en thérapie cellulaire.

Les vésicules extracellulaires présentent un avantage certain comparé aux cellules greffées en
thérapie cellulaire classique : leur potentiel immunogene est trés faible voire nul**°. De plus,
les VEs permettent une protection des informations et un maintien de leur stabilité dans un
liquide biologique, ou ces informations auraient été dégradées rapidement>*. Elles permettent
¢galement le transport et I’internalisation de grosses protéines.

Aujourd’hui, les thérapies a bases de vésicules extracellulaires sont envisagées dans une optique
de soutien aux thérapies cellulaires développées mais également en thérapie seule appelée
« thérapie a-cellulaire ». L’utilisation de VEs seules en médecine régénérative par exemple
permettrait dans un premier temps de s’affranchir des difficultés rencontrés en thérapie
cellulaire telles que I’immunogénicité due a la greffe allogénique**’. L’industrialisation a
grande échelle est également plus facilement envisageable avec une standardisation de la
production et de la purification des VEs. De plus, il a ét¢ montré que les VEs peuvent étre
conservées a -80°C dans des banques sans cryopréservant sans altérer le contenu des vésicules
et donc la qualité du produit thérapeutique®”. Pour I’instant, la réglementation concernant les
VEs les qualifie non pas de médicament de thérapie innovante mais de médicament biologique.
Cela peut étre amené a évoluer puisque les vésicules contiennent des acides nucléiques, ce qui
pourrait justifier une requalification des VEs parmi les MTI de thérapie génique.

De nombreuses ¢tudes ont fait état de I’impact significatif positif des VEs de CSMs dans des
problématiques comme 1’ischémie d’un membre, I’ischémie cérébrale, I’insuffisance rénale, la
cicatrisation cutanée, la régénération osseuse, I’insuffisance hépatique aigue ou méme le
diabéte de type I'9%212241-2%% Néanmoins, ces études sont pour I’instant majoritairement

245

concentrées sur les VEs des CSMs“*, et uniquement sur des rongeurs. Par ailleurs, il est
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important de souligner que le type cellulaire seul ne suffit pas a qualifier les vésicules sécrétées.
Puisqu’il a été montré que des CSMs provenant de tissu adipeux pouvaient contenir une
enzyme, la néprilysine, qui a le pouvoir de dégrader le peptide B-amyloide s’accumulant dans

la maladie d’ Alzheimer®*

. Cette méme enzyme n’a pas été retrouvée dans les CSMs provenant
de la moelle osseuse. Ceci confirme donc que le type cellulaire et son origine entrent en compte

vis-a-vis de la composition des messages transportés par les VEs.

Lors de culture in vitro de cellules dans un but de récolter les vésicules extracellulaires, le milieu
joue un role trés important. Celui-ci, a travers différentes cytokines, transmettra des messages
aux cellules qui sécréteront des VEs en conséquence, et qui peuvent étre différentes de celles

sécrétées dans un contexte in vivo**’

. De la méme maniére, les conditions de culture jouent un
role trés important dans la nature des VEs sécrétées, puisqu’il a ét€ montré que la température,
un stress génotoxique, un stress oxydatif ou hypoxique pouvaient induire un changement du
contenu vésiculaire et donc un changement de fonction des VEs?*. En effet, un stress oxydatif
aurait pour effet d’augmenter la tolérance au stress oxydatif par les VEs, alors qu’un stress

hypoxique aurait plutét pour effet de modifier les VEs afin qu’elles puissent promouvoir

’angiogenése, la prolifération et un remodelage de la matrice extracellulaire?*.

Le développement de nouvelles thérapeutiques basées sur les VEs est un challenge de taille
avec différentes problématiques qui se posent. Le choix du type cellulaire sécréteur est tres
important, mais ¢également toutes les conditions connexes telles que la densité
d’ensemencement, le milieu utilisé ou méme les conditions de culture*®. Il est important
d’étudier également quelle serait la fraction vésiculaire la plus efficace entre les microvésicules,
les exosomes, ou bien les deux réunies®?’. De la méme maniére que pour une thérapie cellulaire,
la dose a injecter doit €tre validée. Mais dans la situation des VEs, encore peu d’études sont
parues sur le sujet, avec pour I’instant, un manque de standardisation. En effet, il existe de
nombreux critéres sur lesquels il est possible de s’appuyer pour quantifier les VEs : nombre de
vésicules (quantifiées par des techniques TRPS ou de Zetasizer), concentration protéique ou
plus simplement équivalence de sécrétion pour une cellule’’. Le mode d’administration est
aussi une question a se poser puisqu’elle pourra étre locale dans certaines pathologies comme
I’infarctus, mais si les VEs viennent a étre administrées dans un contexte de dystrophie
musculaire de Duchenne, il faudra songer a une administration systémique.

Comme lors du développement d’une thérapeutique classique la biodistribution sera alors

¢tudiée, sachant que le temps d’¢élimination des VEs dans le sang est estimé entre 1 et 6
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heures®!. Enfin, la découverte des VEs dans un contexte thérapeutique étant récente, la
standardisation concernant le contrdle qualité du produit n’est pas encore au point. Comme pour
une thérapie cellulaire, il est demandé une caractérisation physique et moléculaire du contenu
vésiculaire ainsi que des vésicules elles-mémes, afin de permettre une libération de lots
uniformes®*. Et dans une optique de production a plus grande échelle, il est également demandé
d’établir au plus t6t des protocoles de recherches et de production répondant aux normes de

Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) (Figure 13).

StepilZlidentifyldeskabisiargeticel! Step 4: Optimize culture conditions &

1. Targeting cancer cells 2. Targeting normal cells hanism of stimulation for EV bi i
°, og ° o - Proliferation 7

e 00 %0 X

3k . —Cell Death * ;::1’ — Immaue activation Chenmically induced

> Differentiation ex: Thrombin)

Step 5: EV Manufacturing

Step 2: Understand EV-Target cell interactions Immunomodulators
/S (ex: TNF-o, LPS) « Scale-up in bioreactor

« Specific targeting?

+ EV uptake mechanism & « EV Production rate
Shear stress ; i
1. Recept diated Uptal + In vitro characterization of
) GMP-grade EV
a \ « In vivo characterization of
: GMP-grade EV
- « EV Stability & storage
2. Endocytosis O MicroparticiesMicro + Efficacy of GMP-grade EVs
O vesicles/Ectosomes
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& oo s engineering the EVs

3. Membrane Fusion
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Step 3: Pre-production + Modify RNA contect
engineering the EVs + Load cargo (RNA,
DNA, protein, drugs)
« Engineer surface
proteins & EV cargo

Figure 13 : Résumé du développement de vésicules extracellulaires en tant que futurs
médicaments®**

Etape 1 : Déterminer la cellule cible ; étape 2 : Identifier le type de VE pour la cellule cible ;
etape 3 : Modifier la surface des VEs pour améliorer la reconnaissance et [’internalisation ;
étape 4 : Développement et optimisation de la méthode d’obtention des VEs ; étape 5 :

Fabrication des VEs en contexte industriel en qualité « Bonnes pratiques de Fabrication » ;

étape 6 : Modification post-fabrication des VEs. Extrait de Kao et al., 2019
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Partie expérimentale

62



1 Laboratoire d’accueil

L’UMR 703 « Physiopathologie Animale et bioThérapie du muscle et du systéme nerveux »
(PAnTher) est un laboratoire INRA/Oniris situé¢ a Nantes et dirigé par le Professeur Marie-
Anne Colle. L’UMR est structurée autour de deux thématiques dédiées a une approche de
thérapie cellulaire d’affections musculaires (dystrophies, infarctus du myocarde) et une
stratégie de thérapie génique des maladies neurodégénératives d’origine génétique (maladie de
Pompe et amyotrophie spinale). Elles sont respectivement dirigées par le Dr. Karl Rouger et le
Pr. Marie-Anne Colle. L’UMR se compose de 4 chercheurs et enseignants-chercheurs, 2 post-
doctorants, 3 doctorants, 3 ingénieurs ainsi que de 6 techniciens de recherche. L’UMR dispose
d’une plateforme technologique APEX proposant une expertise et des formations en
anatomopathologie et microscopie de haute technologie (microscopie confocale spectrale,

TIRF, PALM/STORM et microscopie biphotonique).

2 Thérapie cellulaire hMuStem et vésicules extracellulaires

L>UMR 703 INRA/Oniris développe depuis 2005 un programme de recherche d’identification
d’un candidat cellulaire pour une thérapie cellulaire de la DMD. Le laboratoire a pu isoler une
population de cellules souches dérivées du muscle, les cellules MuStem. Dans un premier
temps, cette population a été identifiée dans un modele aviaire, puis chez le chien®?. Plus
récemment, elle a pu également €tre isolée chez 1’Humain, et constitue aujourd’hui la
population hMuStem?>,

Cette population de cellules souches adultes est isolée via une technique de preplating et est
caractérisée par une capacité de prolifération importante in vitro ainsi qu’une oligopotence
puisque ces cellules peuvent se différencier en myocytes, en ostéocytes mais aussi en
adipocytes. L'administration systémique des cellules MuStem canines (cMuStem) dans le
modele cliniquement pertinent : la DMD développée par le chien GRMD, a permis d'établir une
preuve de concept de leur intérét thérapeutique. Cette étude a montré une stabilisation de 1’état
général du chien dystrophique ainsi qu’un profond remodelage du tissu musculaire?>223+236,
La fraction de cellules équivalentes aux cellules cMuStem a donc pu étre isolée chez ’Homme

et caractérisée®. Ces cellules hMuStem présentent des caractéristiques phénotypiques et

comportementales similaires aux cellules cMuStem. Les données expérimentales d'ores et déja

63



collectées laissent entrevoir une faisabilité réelle de confection d'un MTI en médecine
régénératrice répondant aux normes BPF. Un comportement immunomodulateur des cellules a
été décrit et la faisabilité d’une thérapie cellulaire allogénique chez I’Homme est actuellement

a l'étude.

Malgré les propriétés immunomodulatrices évidentes des cellules hMuStem, le concept de
thérapie cellulaire allogénique posseéde toujours un point limitant qui concerne le risque de

réaction immunitaire®>’

. Dans le but de limiter cette réaction, il est aujourd'hui nécessaire de
placer le patient sous immunosuppresseurs, un traitement pouvant engendrer de nombreux
effets indésirables. Récemment, de nombreux travaux ont pu démontrer que le potentiel de
régénération suite aux injections de cellules serait également étroitement lié a leur
séerétome®®2%. Ces études ont mis en évidence l'efficacité de l'utilisation des VEs, comme

260

alternative ou complément a la thérapie cellulaire®”. Les VEs, constituant du sécrétome, ont un

role bénéfique et permettraient une régénération des tissus sans présenter les inconvénients
immunogenes des cellules?6!263,

Au sein de I’'UMR 703, les travaux sur les vésicules extracellulaires sécrétées par les cellules
hMuStem ont débuté en 2016. Un protocole de production, purification et caractérisation des
VEs a pu étre mis en place selon la littérature dans un premier travail effectué¢ durant la these
d’Alice Rannou présenté ici dans la figure 14?2%2%4, La présence de marqueurs caractéristiques
des microvésicules et des exosomes comme la fibronectine, CD9, CD63 et CD81 et I’absence
de marqueurs indiquant une contamination cellulaire de nos VEs avec des marqueurs tels que
la calnexine et la B-actine ont été mis en évidence par western-blot (Figure 14A). Une analyse

en cryo-TEM a permis de visualiser en 3D les vésicules et de déterminer une taille moyenne

des vésicules de 80 nm (n=30) en figure 14B.
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Figure 14 : Caractérisation des VEs sécrétées par les cellules hMuStem

A : Western blot des marqueurs Fibronectine, CD9, CD63, CD81, Calnexine et 3-actine.(MW
. poids moléculaire ; EV : extracellular vesicles (vésicules extracellulaires) ; CC : Culot
cellulaire ; SEV- : Surnageant appauvri en VEs. B : Microscopie en Cryo-TEM des VEs.
Echelle : 100 nm

3 Objectif du projet de recherche

Les études sur les VEs ont permis de mettre en évidence leur role de messagers dans la
communication cellulaire?®>2%’. Dans une démarche de thérapie cellulaire, le role paracrine des
cellules greffées participe a la régénération et les effets fonctionnels persistent dans un tissu
héte ou les cellules peuvent mourir prématurément. Ces travaux laissent envisager un role
prometteur des VEs qui pourraient potentialiser l'effet de nos cellules lors d'injections
systémiques ou locales dans un contexte de médecine régénératrice pour des pathologies
d’affections musculaires telle que la DMD. L’objectif de ce projet a été dans un premier temps
d'approfondir la caractérisation des VEs sécrétées par les cellules hMuStem (VEM™MuStem) 3
travers la microscopie confocale a fluorescence et super résolution a I’aide d’un nouveau
colorant marquant les bicouches lipidiques et couplé a un fluorophore : le MemBright®?®%. Dans

un second temps, ce projet a concerné 1’étude de 1'activité biologique de ces VE™US®™ dans un
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contexte in vitro. Ainsi, j'ai pu aborder l'impact des VE™US™ qyr 1a prolifération cellulaire ainsi

que sur la différentiation de cellules myogéniques.

4 Matériels et méthodes

4.1 Culture des cellules MuStem humaines

Les cellules hMuStem sont isolées a partir d’un protocole de preplating de cellules issues de
déchets opératoires musculaires humains de jeunes patients du C.H.U. de Nantes (Figure 15).
Pour toutes les études menées au cours de ce stage, les cellules hMuStem sont issues d’un méme
patient (un seul lot) au passage 3 (P3) stockées a -150°C. Elles sont décongelées au bain-marie,
rincées avec du PBS (CS1PBS01 01, Eurobio) avec 2% de sérum humain (SH) (EFS) et ensuite
récupérées par centrifugation pendant 10 minutes a 400 g (Heraus Megafuge 40, Thermo
Scientific). Les culots sont repris dans du PBS + 2% de SH pour réaliser par la suite un
comptage sur lame de Malassez (dilu¢ au '2 dans du bleu de Trypan (T8154, Sigma) afin

d’apprécier la mortalité cellulaire).

Tissu
musculaire
Cellules dérivées )
1h 1 jour 3 jours 1 jour

l Digestion du muscle
mécanique — r—\ (-\ r—\ ﬁ
- — g — e > > - @
Fibroblast Myoblastes l
Digestion Filtration/ HIRIESES 3 jours
enzymatique Centrifugation
Cellules
hMuStem

Figure 15 : Protocole de preplating a partir de cellules dérivées du muscle

4.2  Culture des myoblastes humains

Les myoblastes humains sont isolés dans les premieres étapes de preplating du protocole en
figure 15. Pour les études de prolifération, les cellules sont issues d’un seul patient et stockées

a -150°C. Pour I’étude de différenciation, les cellules ont été triées sur la base de I’expression
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du CD56 pour une plus grande homogénéité puis stockées a -150°C. De la méme maniere, les

cellules sont décongelées puis comptées avant d’étre ensemencées.

4.3  Production et purification des vésicules extracellulaires

Les cellules hMuStem sont ensemencées dans 4 flasques F175 cm? préalablement coatées avec

du CellStart™ (Gibco, Fisher) (2h a 37°C) a une densité de 2500 cellules/cm? dans du milieu

artisanal souche (MSA) protégé par un brevet®

par 22 mL du milieu MSA VEs-Free (milieu ultracentrifugé a 100000 g a 4°C pendant 17

. Apres 3 jours de culture, le milieu est remplacé

heures) par flasque et les cellules sont mises en culture sous hypoxie (1% d’O2, 5% de COa,
37°C) pendant 24 heures. Le surnageant de culture est ensuite récolté et les cellules sont
décollées a I’aide de TrypLE™ Select CTS™ (Gibco, Life technologies) dilué au 1/3 dans du
PBS. Les cellules sont centrifugées a 400 g pendant 10 minutes pour réaliser des culots secs a
1 x 10° cellules stockés a -80°C.

Le surnageant est centrifugé selon le protocole de Kowal et al**° qui consiste en deux
centrifugations a 400 et 2000 g pendant 10 et 20 minutes pour éliminer les cellules mortes et
corps apoptotiques. Le surnageant récolté est ensuite centrifugé a 16000 g pendant 40 minutes
a4°C dans le but de retirer les macro-vésicules qui sont alors resuspendues dans 500uLL de PBS
filtré a 0,1 um et stockées a 4°C.

Le surnageant ainsi appauvri en macro-vésicules est ultracentrifugé (Optima XE-100
Ultracentrifuge, Beckman Coulter) a 4°C a 110000 g pendant 70 minutes. Le surnageant
résultant de cette ultracentrifugation est récupéré, not¢ SEV- et stocké a 4°C. Le culot est
resuspendu dans 9 mL de PBS filtré a 0,1 um et ultracentrifugé une seconde fois a 4°C a 110000
g pendant 70 minutes. Le culot final est ensuite repris dans 100 pL de PBS filtré a 0,1 um par
flasque récoltée.

Cette suspension est ensuite stockée a 4°C et a -80°C. Une partie de la suspension (I’équivalent
d’une flasque de culture) est utilisée afin de réaliser les marquages au Membright® (Lipilight

by MemBright, Idylle).
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4.4 Marquage des vésicules extracellulaires purifiées

Apres le lavage au PBS réalisé par ultracentrifugation, les VEs sont marquées avec du
Membright® couplé a de la Cyanine 3 ou de la Cyanine 5. La solution mére de Membright®
(100 pM) est diluée au 1/5°™ dans du PBS filtré a 0,1 um et le volume correspondant a une
concentration finale de 200 nM est ajouté au culot resuspendu. Ce mélange est ensuite incubé
pendant 30 minutes a température ambiante, a 1’obscurité et sous rotation (350 RPM). Apres
incubation, la suspension est ultracentrifugée a 110 000 g a 4°C pendant 60 minutes ainsi qu’un
controle de Membright® dans PBS filtré a 0,1 pm afin de vérifier que le colorant ne précipite
pas. Une fois I'ultracentrifugation finie, le culot est remis en suspension dans 200 uL. de PBS

filtré a 0,1 um par flasque initiale récoltée.

4.5 Quantification des vésicules extracellulaires

4.5.1 Analyse de la taille et de la concentration des particules

Afin de déterminer la concentration (nombre de particules par unité de volume) des VEs et
d’obtenir une distribution précise de la taille de ces particules, nous avons utilisé la technologie
TRPS (Tunable Resistive Pulse Sensing) sur un appareil gNano (Izon Science). Dix pL de la
préparation sont dilués au 4 dans du PBS Tween 20 (0,03%) afin de limiter les agrégats et une
filtration a 0,45 pm est réalisée a 1’aide de microtubes contenant un filtre (Clearspin Filtered
Microtubes, ClearLine, Dutscher). Toutes les solutions utilisées durant la manipulation sont
filtrées a 0,1 uL (Millipore) et les nanopores (Izon Sciences) utilisés sont des NP100 et NP150
de tailles différentes laissant passer respectivement des particules de 50 a 330 nm et 70 a 420
nm.

Le passage de notre échantillon est précédé d’une calibration a 1’aide d’un « calibrateur 200
nm » de nanoparticules a différentes pressions afin de déterminer une référence de taille de
particule. Les échantillons (30 pL final) peuvent ensuite étre déposés dans le qNano et étre
analysés a deux pressions différentes afin d’optimiser la précision des mesures. L’acquisition
ne doit pas dépasser 10 minutes, et 500 particules au minimum doivent étre analysées pour que
la mesure soit validée. Le flux de particules doit également suivre I’augmentation de la pression
imposée, le bruit de fond doit étre faible (root mean square [RMS] noise < 10 pA) et le courant

doit rester stable entre les différentes mesures. Un courant est généré grace au passage d'ions a
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travers le nanopore entre des électrodes Ag/AgCl. Le passage des particules a travers le
nanopore induit une résistance qui sera quantifiée. Cela permet d'obtenir une concentration
précise en particules/mL et des graphiques de distribution de tailles, ce qui permet ainsi d'en

déduire le diamétre moyen des particules.

4.5.2 Extraction protéique et dosage

Une petite quantité de la suspension de VEs (10 pL) est diluée au %2 dans un tampon de lyse
RIPA (NP40 1%, Tris-HC1 20 mM, NaCl 137 mM, glycérol 10%, EDTA 2 mM, inhibiteur de
protéase). De la méme maniére, 200 pL. de tampon de lyse RIPA sont ajoutés a un culot sec de
1 million de cellules hMuStem ayant produit les vésicules. La lyse protéique se fait dans la
glace pendant 30 minutes avec une homogénéisation a la pipette toutes les 10 minutes. Les
protéines totales extraites des cellules et des VEs sont dosées par de 1’acide bicinchronique
selon la technique de dosage de Lowry?’®. L’absorbance est ensuite mesurée a 562 nm grace au

lecteur de plaques LT-4000 Microplate Reader (Labtech, East Sussex United Kingdom).

4.5.3  Technologie Myriade® : interférométrie

Une nouvelle technologie basée sur les principes de I’interférométrie permet de visualiser des
nanoparticules de 35 a 300 nm. La suspension contenant les VEs est déposée dans une micro-
cuvette de 5 a 15 pL éclairée par une lumiere blanche. Un systéme optique couplé a une caméra
enregistre les mouvements des particules ce qui a permis d’obtenir un film ou il est possible de
distinguer les nanoparticules. Ces nanoparticules sont au bord du plan focal et passent du noir
au blanc de part et d’autre de I’axe sous I’effet de leur propre mouvement. La caméra peut
« pister » une nanoparticule et ainsi, une concentration et une mesure de la taille des

nanoparticules sont alors calculées grace a un algorithme?”!-27,
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4.6 Imagerie des vésicules extracellulaires

4.6.1 Microscopie confocale

Les VEs marquées au Membright-Cyanine 3 (MB-Cy3) et Membright-Cyanine 5 (MB-Cy5)
sont visualisées via un microscope confocal LSM 780 Zeiss appartenant a la plateforme APEX
de ’'UMR 703 INRA/Oniris & Nantes. L’observation est réalisée sur des Labtek® 8 puits
préalablement coatés avec de la Poly-L-Lysine 0,01% (Sigma-Aldrich). 10puL de la suspension
de VEs sont déposés dans chaque puits et les vésicules marquées au MB-Cy3 et au MB-Cy5

sont alors respectivement observées avec une excitation d’un laser a 561 nm et 633 nm.

4.6.2 Microscopie super résolution

Les VEs marquées au MB-Cy5 sont visualisées via un microscope N-STORM (Nikon).
L’observation est réalisée sur des lamelles de 18 mm d’épaisseur, nettoyées a 1’éthanol puis
trempées dans un bain d’HCl 1M pendant 17 heures afin d’¢liminer d’éventuelles
particules/poussieres fluorescentes. Les lamelles nettoyées sont ensuite coatées avec de la Poly-
L-Lysine 0,01% (Sigma-Aldrich) pendant 5 minutes. Le surplus du coating est ensuite aspiré
et les lamelles sont laissées a 1’air libre pour sécher.

Le tampon de montage (Abbelight™) utilisé est réalisé juste avant I’imagerie selon les
recommandations (Abbelight, Allemagne). De ce mélange, 100 puL sont prélevés et déposés
dans le puits d’une lame incurvée en verre. Dix puL de la suspension de VEs sont déposés au
centre de la lamelle coatée et laissés au repos pendant 15 minutes. Le surplus est ensuite aspirg,
la lamelle est déposée délicatement sur la lame incurvée avec la face comportant les VEs
adhérées au contact de la goutte de tampon en faisant attention a ne pas faire de bulles.
L’excédent de liquide est enlevé a 1’aide de papier absorbant, puis le montage est scellé avec
du Picodent Twinsil®22 selon les recommandations (Picodent, Wipperfiirth, Allemagne). La

durée de vie du tampon étant d’environ 4 heures, I’échantillon est observé a la suite du montage.
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4.7 Etude d’internalisation des vésicules extracellulaires marquées

Afin d’évaluer le potentiel de pénétration des VEs dans des cellules, une étude d’internalisation
a été réalisée sur deux types cellulaires : les cellules hMuStem et des myoblastes humains.
Les cellules hMuStem et les myoblastes humains ont été ensemencés dans un Labtek® 8 puits
préalablement coaté avec du CellStart™ a des densités respectives de 2 500 et 10 000
cellules/cm?. Les cellules hMuStem sont ensemencées dans un milieu MSA et les myoblastes
humains dans un milieu HAM-F12 (F-12 Nut Mix + GlutaMAX™.-1, Gibco, Life technologies)
+ 10% de sérum Humain (EFS) + 1% de PSF (Peni-Strepto-Amphotericin, Eurobio) + 0,125%
de bFGF (Human FGF-2, premium grade, Miltenyi Biotec).

Aprés trois jours de culture, une solution de LysoTracker™ Green DND-26 (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific) est préparée extemporanément et ajoutée a une concentration finale
de 50 nM pendant 30 minutes a 37°C et 5% de CO,. Aprés incorporation du LysoTracker™
par les cellules, 10uL de suspension de VEs marquées au MB-Cy3 sont ajoutés dans chaque
puits et une acquisition est lancée toutes les 4 minutes en mode Z-stack pendant 3 heures pour
les cellules hMuStem et 9 heures pour les myoblastes humains. L’acquisition est composée de
deux Tracks avec un laser a 488 nm pour le LysoTracker™ et 561 nm pour les VEs.

Suite a ce « Live Imaging », les cellules sont fixées avec du PFA 4% a 37°C pendant 30 minutes
puis perméabilisées avec du Triton 0,2% (T9264, Sigma) pendant 20 minutes a 4°C. Un
marquage de 1’actine est réalisé avec de la Phalloidine couplée a Alexa-488 (A12379, Life
Technologies, Fischer Scientifique) diluée au 1/100°™ dans du PBS pendant 15 minutes, a
37°C, a ’obscurité. Pour finir, un contremarquage au DAPI (Invitrogen, Molecular Probes ;
dilué au 1/1000°™ dans de 1’eau déminéralisée) est réalisé pendant 15 minutes, & température
ambiante, a ’obscurité. Les cellules sont ensuite recouvertes de PBS et visualisées au

microscope confocal afin d’apprécier la pénétration des VEs.
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4.8  Activité biologique des vésicules extracellulaires dans un contexte in vitro

4.8.1 Etude de l'impact sur le pouvoir prolifératif

Une étude de prolifération a été réalisée sur plusieurs types cellulaires afin d’évaluer le potentiel
fonctionnel des VEs. Cette évaluation a été faite sur des cellules hMuStem, des myoblastes

humains ainsi que sur une lignée cellulaire endothéliale immortalisée HUVEC-EaHY926.

4.8.1.1 Cellules MuStem humaines

Les cellules hMuStem ont été ensemencées dans un milieu MSA sur des plaques P6 de culture

t™ & une densité de 2500 cellules/cm?. L’étude s’est

préalablement coatées avec du CellSta
¢tendue sur trois passages (21 jours) et le milieu a été renouvelé toutes les 48 heures. Trois

conditions ont été étudiées en triplicat (Tableau 1) :

Tableau 1 : Conditions étudiées dans l'étude de l'impact des VEs sur la prolifération

cellulaire des cellules hMuStem

Conditions Milieu Quantité de VEs ajoutée
Controle MSA -
«1-1» MSA VEs produites par une cellule hMuStem

pour une cellule ensemencée

VEs produites par 5 cellules hMuStem pour

«5-1» MSA ,
une cellule ensemencée

A confluence, les cellules sont décollées avec du TrypLE™ pendant 5 minutes a 37°C, 5% de
CO:o. Elles sont ensuite comptées sur lame de Malassez, puis réensemencées en suivant les
conditions ci-dessus. A chacun de ces passages, le PD (Population Doubling) ou doublement
de population des cellules est évalué par la formule :

PD = [log(Nb de cellules recoltées; 10) — log(Nb de cellules ensemencées; 10)] + log(2; 10)
Le PD est ensuite divisé¢ par le nombre de jours de culture entre I’ensemencement et le
comptage, ce qui renseigne sur le temps de doublement des cellules en jour (PDt). Le CPD
(cumulative population doubling) est également calculé en ajoutant les différents PD de chaque

passage.
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4.8.1.2 Myoblastes humains

Les myoblastes humains ont été ensemencés sur des plaques P6 de culture préalablement
coatées avec du CellStart™ a une densité de 10000 cellules/cm?. L’étude s’est étendue sur trois
passages (11 jours) et le milieu a été renouvelé toutes les 48 heures. Quatre conditions ont été

¢tudiées en triplicat (Tableau 2) :

Tableau 2 : Conditions étudiées dans l'étude de l'impact des VEs sur la prolifération

cellulaire des myoblastes humains

Conditions Milieu Quantité de VEs ajoutée

HAM-F12 +
Controle néoatif 5% Sérum Humain (SH) +
ontrole negati 1% PSF + -

0,125% BFGF

HAM-F12 +
10% SH + 2% Sérum de
. - Poulet (SP) +
Controle positif 5% Sérum de Veeu Foetal i
(SVF) + 1% PSF +

0,125% BFGF

1 particule pour 2

«1-2» Milieu controle négatif .
myoblastes ensemencés

3 particules pour 2

«3-2» Milieu controle négatif .
myoblastes ensemencés

A confluence, les cellules sont décollées avec du TrypLE™ pendant 5 minutes a 37°C, 5% de
CO; puis comptées sur lame de Malassez, et réensemencées en suivant les conditions ci-dessus.

A chacun de ces passages, le PD, le PDt et le CPD sont évalués de la méme manicre que pour

les cellules hMuStem.

4.8.1.3 HUVEC

Les HUVECs ont été ensemencées dans 3 plaques P96 de culture préalablement coatées avec
du CellStart™ a une densité de 5000 cellules/puits. Les cellules sont cultivées dans un milieu

DMEM 4,5 g/L de glucose (Gibco, Fisher) + 10% de SVF + 1% de PSF. Les 3 plaques se
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distinguent par leur jour de lecture : la plaque n°1 sera lue au « Jour 0 », la plaque n°2 au « Jour

1 » et la plaque n°3 sera lue au « Jour 2 » (Figure 16).

Plaque n°1 | |
J-1 JO
Ensemencement Ajout MTT
Lecture DO @562nm
Plaque n°2 | | |
J-1 JO J1
Ensemencement Ajout EVs Ajout MTT
Lecture DO @562nm
Plaque n°3 | |
J-1 JO
Ensemencement Ajout EVs

J2
Ajout MTT

Lecture DO @562nm

Figure 16 : Représentation schématique de l'étude de prolifération des VE"™"S*" syr les

HUVEC

Les différentes plaques sont ensemencées et lues selon le schéma en figure 16. Différentes

conditions avec des EVIMuStem ont été étudiées en sixplicat (Tableau 3) :

Tableau 3 : Conditions testées lors de l'étude de prolifération des VE"™"S*" syy les HUVEC

Conditions Milieu Quantité de VEs | Répliquat
ajoutée biologique
Milieu DMEM 4,5 g/L Glc 2
Controle +59% de SVF + 1% de -
PSF
«1-1» Milieu controle 1 particule pour 1 1
cellule ensemencée
. ) 1 particule pour 2 1
«1-2» Milieu controle ,
cellules ensemencées
. A 1 particule pour 4 1
«1-4» Milieu controle ,
cellules ensemencées
. ) 1 particule pour 10 2
«1-10 » Milieu controle ,
cellules ensemencées
. A 1 particule pour 100 1
«1-100 » Milieu controle ,
cellules ensemencées
. A 1 particule pour 1000 1
« 1-1000 » Milieu controle ,
cellules ensemencées
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Le MTT (Sigma) est ajouté pour une concentration finale de 0,5 mg/mL dans tous les puits
(excepté le premier puits qui fera office de « blanc »). La plaque est ensuite placée dans
I’incubateur a 37°C 5% de CO: pendant 1 heure. Apres I’incubation d’une heure, le milieu est
aspiré et 200 pL de DMSO (Cryomacs® DMSO, Miltenyi Biotec) sont ajoutés dans chaque
puits. La plaque est ensuite placée sous agitation a 150 RPM pendant 15 minutes dans le noir.
L’absorbance est ensuite mesurée a 562 nm grace au lecteur de plaques LT-4000 Microplate
Reader (Labtech, East Sussex United Kingdom). Pour chaque jour, le blanc sera soustrait aux
absorbances mesurées et 1’interprétation des résultats se fera selon un rapport : (Abs mesurée
au jour x)/(Abs mesurée au jour 0) (ou x = 0; 1 ou 2). Cette étude a été réalisée en deux fois :
une premiere étude avec les concentrations « 1-2 », « 1-4 » et « 1-10 ». Les autres conditions

ont été étudiées lors d’un second test.

4.8.2  Etude de l'impact sur la capacité de différenciation

Une ¢étude de différenciation a été réalisée sur plusieurs types cellulaires afin d’évaluer l'activité
biologique des VEs sur le potentiel myogénique. Cette évaluation a été faite sur les cellules

hMuStem et les myoblastes humains.

4.8.2.1 Cellules MuStem humaines

Les cellules sont ensemencées dans une plaque de culture 24 puits préalablement coatée avec
du CellStart™ dans un milieu MSA a une densité de 2500 cellules/cm?. Les trois conditions
¢tudiées sont les mémes que pour I’étude de I’impact des VEs sur la prolifération des cellules
hMuStem (Tableau 1).

Le milieu est renouvelé toutes les 48 heures jusqu’a confluence. Une fois la confluence atteinte,
le « milieu MSA » est modifi¢ : le sérum humain est abaissé a 1% et les cytokines supprimées.
Ce nouveau milieu avec ou non des vésicules est changé de la méme manicre toutes les 48
heures jusqu’a I’observation de myotubes.

Les cellules sont ensuite fixées avec du PFA 4% pendant 30 minutes a 37°C. Trois lavages de

5 minutes avec du PBS sont réalisés. Les cellules sont perméabilisées avec du Triton 5%
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pendant 20 minutes a 4°C, puis rincées 3 x 3 minutes avec du PBS. Le marquage de la myosine
sarcomérique a I’aide d’un anticorps I*™ (MF20, Mouse Monoclonal anti-Human, H.BANK,
dilué au 1/500°™ dans du PBS, incubation d’une heure a 37°C) est précédé d’une saturation
avec du sérum de chévre 20% (Dutscher) pendant 20 minutes a 37°C. Les cellules sont alors
rincées 3 x 3 minutes avant d’étre mises en contact avec un anticorps 1% couplé a Alexa-488
(A11029, Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG, Probes) dilué au 1/300°™ dans du PBS pendant
30 minutes a 37°C dans ’obscurité. Une fois cette incubation terminée, les cellules sont rincées
3 x 3 minutes avec du PBS. Un contremarquage au DAPI (dilué au 1/1000°™ dans de I’eau
déminéralisée) est pratiqué pendant 10 minutes a température ambiante dans 1’obscurité. Pour
finir, les cellules sont rincées deux fois 5 minutes avant d’étre recouvertes de PBS et stockées

a 4°C dans I’obscurité en attendant une visualisation microscopique.

4.8.2.2 Myoblastes humains

Les cellules sont ensemencées dans une plaque de culture 24 puits préalablement coatée avec
du CellStart™ dans un milieu HAM-F12 + 1% PSF + 0,125% bFGF a une densité de 10000

cellules/cm?. Quatre conditions sont étudiées (Tableau 4) :

Tableau 4 : Conditions étudiées dans l'étude de l'impact des VEs sur la différenciation des

myoblastes humains

Conditions Milieu Quantité de VEs ajoutée
HAM-F12 +
Controle négatif 5% SH + 1% PSF + -

0,125% bFGF

1 particule pour 2 myoblastes

«1-2» Milieu controle négatif .
ensemenceés
e A 1 particule pour 4 myoblastes
«1-4 » Milieu controle négatif P te pour = my
ensemencés
e A 1 particule pour 10 myoblastes
«1-10 » Milieu controle négatif partictie pou =
ensemenceés

Le milieu est renouvelé toutes les 48 heures jusqu’a confluence. Une fois la confluence atteinte,
le milieu est modifi¢ : le sérum humain est abaissé¢ a 1% et le bFGF supprimé. Ce nouveau
milieu avec ou sans VEs est changé de la méme maniére toutes les 48 heures jusqu’a
I’observation de myotubes. Les cellules sont ensuite fixées et immunomarquées de la méme

maniére que 1’ont été les cellules hMuStem et une observation microscopique est alors réalisée.
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4.8.2.3 Analyse de I’imagerie et calcul de I’index de fusion

Les cellules ayant ét¢ immunomarquées sont visualisées via un microscope N-STORM
confocal (Nikon). Chaque condition en triplicat est observée en deux points distincts aléatoires,
et au moins 651 noyaux sont considérés par puits. Une fois les acquisitions réalisées, chaque
image est analysée a I’aide d’une macro sur le logiciel Image]J® permettant de dénombrer les
noyaux mais également de fixer un seuil de détection pour I’'immunomarquage. Cela nous
permet alors de dénombrer les noyaux présents dans le puits ainsi que les noyaux au sein de
myotubes (> 2 noyaux/myotube), pour ensuite calculer I’index de fusion (IF), qui est le rapport

des noyaux dans les myotubes sur le nombre total de noyaux.

4.9 Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne =+ écart-type de n échantillons. Les
graphiques et les tests statistiques sont réalisés avec le logiciel GraphPad Prism® v6. Les PDs,
CPDs, et viabilités cellulaire sont analysés statistiquement en appliquant un test ANOVA-2-
way suivi d’un test post-hoc Tukey de comparaison multiple. Les IF sont analysés
statistiquement en appliquant un test One-way ANOVA suivi d’un test post-hoc de Tukey de

comparaison multiple.

5 Résultats et discussion

Au cours de mon stage, trois productions de VE™UStem ont été réalisées. Pour chacune d’elles,
le milieu souche artisanal (MSA) est utilisé les premiers jours de culture jusqu'a obtention de
80% de confluence des cellules, puis est remplacé par un milieu « MSA VEs-free » pendant 48
heures dont 24 heures en condition hypoxique (1% d’0.). La culture sous hypoxie permet de
stimuler la sécrétion de vésicules sans en impacter la qualité>**?*?77, Des travaux sur des
cultures de cardiomyocytes en conditions hypoxiques ont montré un relargage de plus petites
vésicules (exosomes) avec une expression plus abondante de TNF-alpha®’®. Le surnageant de

culture est ensuite prélevé et les vésicules sont extraites selon le protocole décrit dans la partie
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matériels et méthodes. A chaque production, nous avons marqué 1/4 de la quantité de vésicules
avec du MemBright® afin de développer la partie imagerie. Le reste de la production a permis

de poursuivre la caractérisation et la mise en place des tests fonctionnels.

5.1 Quantification des VEs sécrétées par les cellules hMuStem

Chaque production a pu étre quantifiée avec l'appareil qNano qui utilise la technologie TRPS
(Tunable Resistive Pulse Sensing). En paralléle, une seule production a pu étre caractérisée a
I’aide de la technologie Myriade® qui nous a été présentée lors d'un essai dans le cadre d'un
séminaire du réseau Grand-Ouest des VEs. Les résultats obtenus sont résumés sur le tableau 5

et la figure 17.

Tableau 5 : Tableau récapitulatif des différentes productions des VE"MuStem

Diamétre | Concentration
Concentration | Quantité
Production moyen protéique Technologie
(particules/mL) | (particules)
(nm) (mg/mL)
ExoMu19-1 7,19.10° 7,19.10° 107 2 gNano
ExoMu19-2 3.1010 4,5.10° 97 1,15 qNano
ExoMul9-3 10 6
3.10 9.10 104 1,64 gNano
Stocké a 4°c
ExoMu 19-3 9 .
5,35.10 - 179,8 - Myriade
Stocké a 4°C
ExoMu 19-3 9 .
6,11.10 - 182,9 - Myriade
Stocké a -80°C

Il est observé des distributions homogenes dans les trois productions, avec des diametres
moyens proches (107, 97 et 104 nm). Les trois productions possédent un pic en nombre de
particules pour les vésicules ayant un diametre d’environ 75 a 90 nm. La concentration
protéique ainsi que les quantités de particules récoltées varient l1égérement (multiplication par
10 entre la premicre et la dernieére production). Les trois productions réalisées et quantifiées au

gNano nous montrent alors que le protocole de production et de purification est reproductible.
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Les trois productions sont représentées graphiquement (nombre de particules en fonction de

leur taille en nm) en figure 17.
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Figure 17 : Distribution des VEs en fonction de leur taille (nm)

Analyse au gNano (Izon Science) des trois productions

La technologie Myriade®, qui est un outil a l'essai dans la communauté scientifique des VEs,
nous a permis d’apprécier la concentration, la forme et la taille de nos VEs a travers un film
d’environ 10 secondes. L'avantage de cette technologie est la rapidité et la facilité d'utilisation.
Sur un échantillon de 10 uL conservé a 4°C, et plus précisément sur trois comptages de 126
particules, il est observé un diamétre moyen de 180,7 + 2,38 nm ainsi qu’une concentration de
5,47.10° + 0,13 particules/mL. Nous pouvons constater que la distribution observée avec la
technologie Myriade® (Figure 18) est moins homogéne que ce qui a pu étre observé au gNano
(Tableau 5 et Figure 17). Cette technologie, pourrait étre utilisée dans les laboratoires afin de
faire un rapide contréle de la quantité de VEs produite mais ne semble pas adaptée a une
caractérisation fine des VEs. Néanmoins, ce systéeme est aujourd’hui toujours a I’étude afin
d’améliorer les mesures. Un temps plus long d’aquisition permet par exemple de gagner en

précision de mesure.

Afin de tester la congélation de nos VEs pour évaluer la possibilité de stockage??*2”, nous
avons réalis¢ une mesure d'un échantillon ayant subi une congélation a -80°C sans

cryopréservant. Sur 140 vésicules analysées, le diamétre est en moyenne de 182,9 nm, et la
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concentration est estimée a 6,12.10° vésicules/mL. La distribution nous montre un pic de
nombre de vésicules ayant un diamétre hydrodynamique a environ 140 nm. Ce profil est

similaire a la distribution de la condition stockée a 4°C.

A
Histogramme des diamétres
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Last processed image
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Figure 18 : Caractérisation des VEs conservées a 4°C avec la technologie Myriade®
A : Derniere image traitée. Cercle blanc et orange : suivi des particules par le logiciel.

B : Répartition des vésicules détectées en fonction de leur taille (nm)

Jusqu’ici, les VEs produites a des fins de thérapie acellulaire ne sont utilisées qu’en état
« frais » : VEs conservées a 4°C et utilisées au maximum un mois aprés la production?’.
Cependant, certains chercheurs préconisent aujourd'hui une conservation et un « banking » des
VEs a -80°C afin de faciliter I'approche thérapeutique®®'. Ce premier résultat nous permet
d'envisager une caractérisation plus fine allant jusqu'au test de fonctionnalité des VEs

cryopréservees.

5.2 Imagerie directe par microscopie confocale spectrale et reconstruction optique

stochastique (d-STORM)

Dans l'optique de définir la fonctionnalité des VEs dans des études in vitro ou in vivo, il est
nécessaire de pouvoir marquer les vésicules afin de les visualiser’?. Nous souhaitons
notamment mettre au point un marquage des VEs et des techniques de microscopie a haute
résolution afin de pouvoir par la suite évaluer la morphologie des VEs, les interactions VEs-

cellules ou méme la biodistribution des VEs dans un tissu.
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Un nouveau colorant MemBright® a été développé et mis sur le marché en 2019. Le
MemBright® regroupe une famille de six sondes a membrane plasmique, activées par
fluorescence & base de Cyanine (3 ;3,5;5;5,5;7;7,5)*%. Ce colorant permet une coloration
homogene et sélective des bicouches lipidiques, et est compatible avec 1’imagerie de cellules
vivantes?®®. L’utilisation de ce nouveau colorant MemBright® nous a permis d’obtenir des

images des VE™UStm e microscopie confocale spectrale (Figure 19).

Figure 19 : Microscopie confocale spectrale des VE"™"S™ et macro-vésicules
A : VEs marquées au MB-Cy3. B : Macro-vésicules marquées au MB-Cy3. C : VEs marquées
au MB-Cy5. D : Contréle d'ultracentrifugation PBS + MB-Cy3. Barre d’échelle : 5 um.

Le marquage des VEs au MB-Cy3 (Figure 19A) permet d'observer des vésicules de grande
taille (en moyenne 2 um de diamétre) mais également des points plus fins, ainsi que des agrégats
de vésicules. A I’aide d’une macro du logiciel ImageJ®, il a été observé un diamétre moyen de

540 + 237 nm sur 60 particules identifiées.
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Les macro-vésicules (fraction récupérée apres une centrifugation a 16000 g) qui ont elles aussi
¢té marquées avec du MB-Cy3, sont représentées en figure 19B. Dans cette fraction, des macro-
vésicules de 5 pm de diametre en moyenne sont observées.

Les VEs ont également ét¢ marquées avec ce méme colorant couplé a un fluorophore différent :
MB-Cy5 (Figure 19C). On observe sur cette acquisition des vésicules plus petites ainsi que des
agrégats de vésicules. Néanmoins, lorsque cette image est analysée, il est observé un diameétre
moyen de 570 + 281 nm sur 21 particules identifiées. Ce diametre est assez proche de ce qui a
pu étre observé au niveau des VEs marquées au MB-Cy3.

Un contrdle de PBS + MB-Cy5 nous a permis de confirmer le fait que le MemBright® ne
précipite pas, et que le signal observé est bien spécifique des vésicules extracellulaires (Figure

19D).

Une technologie dASTORM, permet d'affiner la sensibilité et d’obtenir des images plus fines des

VEs marquées avec du MB-Cy5%3

. A I’aide d’une reconstruction, on obtient la Figure 20A qui
représente des vésicules en grand nombre possédant une taille entre 20 et 150-200 nm. Quelques
grosses vésicules sont également visibles, d’une taille d’environ 500nm. Du PBS filtré¢ 4 0,1pum
nous sert alors de controle (Figure 20B). Sur 217 particules identifiées, une macro a pu
déterminé un diamétre moyen de 40 + 22 nm. La différence importante de mesure entre les
deux techniques d’acquisition peut notamment s’expliquer par la limite de résolution trés

grande en confocale (200 nm) comparé a celle de super résolution (20 nm).

Figure 20 : Microscopie super résolution des VE""Stem
A : Reconstruction dSTORM - VEs marquées au Mb-Cy5. B : Reconstruction dSTORM - PBS
filtré 0,1um. Barre d'échelle : 2um.
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La combinaison d'un marqueur spécifique des membranes, adapté aux VEs, sans aucune
précipitation, et d'une technologie d’imagerie trés innovante a haute résolution, le SSTORM
sont trés prometteurs et & ce jour non décrits dans la littérature. Des perspectives sont
envisageables avec un suivi des VEs dans un contexte in vitro dans le but d'observer les
communications entre les VEs et les cellules.

Par ailleurs, le suivi in vivo des VEs est crucial dans le développement et 1'optimisation des
stratégies thérapeutiques utilisant les vésicules. Les études précliniques et cliniques nécessitent
des innovations technologiques dans un but d'étude de biodistribution permettant de déterminer
le role physiologique des VEs apres injection. Dans un contexte de thérapie acellulaire ou de
thérapie cellulaire couplée aux injections de VEs, des investigations précises liées a l'imagerie

sont a renseigner’®,

5.3 Internalisation des vésicules extracellulaires par différents types cellulaires

Afin de caractériser les influences réciproques entre les VEs et différents types cellulaires, une
¢tude d’internalisation a pu étre réalisée via un suivi a I’aide de la microscopie confocale
spectrale. Cette étude a été menée sur deux types cellulaires cibles : les cellules hMuStem et les
myoblastes humains, puisque cela récapitule leur utilisation thérapeutique future (co-injection
de VEs et de cellules hMuStem dans un contexte de régénération musculaire). La figure 21A
permet de visualiser des VEs en train de pénétrer dans les cellules hMuStem.

De la méme maniere, nous pouvons voir sur la figure 21B des VEs en train de pénétrer dans les
myoblastes. Ces résultats nous renseignent sur le fait que les VE™USM posseédent donc un role
paracrine via I’internalisation par des myoblastes, mais également un réle autocrine via

I’internalisation par les cellules meéres hMuStem.

83



02:39:57.774
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Figure 21 : Capture d'écran des « live imaging » des études d'internalisation des VEs sur
deux types cellulaires

A : Capture d'écran au temps 1 heure et 36 minutes de l'internalisation des VEs marquées au
Mb-Cy3 (rouge) dans les cellules hMuStem marquées avec un lysotracker™ (vert). B : Capture
d’écran au temps 2 heures et 39 minutes de [’internalisation des VEs marquées au Mb-Cy3
(rouge) dans les myoblastes humains marquées avec un lysotracker™ (vert). Barre d’échelle :

20um

Afin de compléter cette étude, les cellules ont été fixées et marquées dans le but d’apprécier la
présence ou non de VEM™uSem 3 Pintérieur des cellules. Nous pouvons voir sur la figure 22A,
les cellules hMuStem fixées au bout de 7 heures d’incubation avec les VE™USm Ay niveau
des cercles blancs, les VEs sont bien visibles a I’intérieur des cellules hMuStem. De la méme
manicre, sur la figure 22B, il est possible de voir les myoblastes humains fixés au bout de 16
heures d’incubation avec les VE"™US™ A 1’intérieur des cercles blancs, nous remarquons de la
méme fagon les VEs qui ont pénétré a I’intérieur des cellules. Cette technique non invasive
d'imagerie moléculaire des VEs confirme les interactions VEs-hMuStem ou myoblastes par
internalisation. En effet, les VEs sont visualisées a I’aide de la vue Ortho-3D dans le cytoplasme
des cellules et non a leur surface. Des résultats similaires ont été observés avec une

internalisation de VEs d'autres types cellulaires?*#2%>2% T

impact biologique est alors a
confirmer et des tests de fonctionnalité des VEs sont a mettre en place avant de proposer des

expériences in vivo d'utilisation de VEs en thérapie.
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Figure 22 : Internalisation des VEs sur deux types cellulaires fixés

A : Vue « Ortho-3D » d’une coupe en Z de cellules hMuStem fixées et marquées apres 7 heures
d'incubation avec des VE™“S" marquées au MB-Cy3 (rouge). B : Vue « Ortho-3D » d’une
coupe en Z de myoblastes humains fixés et marqués apres 16 heures d'incubation avec des
VE"™uStem marquées au MBCy3 (rouge). L actine est marquée en vert avec de la Phalloidine

couplé a Alexa-488, et les noyaux en bleu avec du DAPI. Barre d’échelle : 10um.

Nous pouvons donc observer les vésicules en microscopie confocale et en microscopie super-
résolution avec le nouveau marqueur des membranes. Un protocole efficace a également été
mis en place afin d’évaluer la pénétration des VEs dans différents types cellulaires en direct,
mais €également aprés fixation. Cependant, que ce soit dans 1’observation directe des VEs, ou
bien dans le contexte de capture par différents types cellulaires, il est observé de nombreux
agrégats. La présence de ces agrégats peut alors modifier la pénétration des VEs dans les
cellules, puisqu’une particule de taille nanométrique pourra étre internalisée de maniére plus
simple et plus rapide qu’un agrégat vésiculaire. A 1’heure actuelle, nous ne savons pas si les
agrégats sont générés lors de la coloration par I’insertion du marqueur (sous forme « d’agrafe
membranaire ») qui pourrait changer le potentiel de répulsion entre les particules, ou bien
produits lors de la purification par ultracentrifugation. En effet, cette technique, largement
utilisée aujourd'hui dans la communauté scientifique des VEs est cependant décrite comme

favorisant la formation d'agrégats®?!.
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Aujourd’hui, les techniques de purification des VEs sont trés variables et de nombreux kits de
purification a l'aide d'anticorps sont mis sur le marché. Comme décrit précédemment, la
technique la plus utilisée est 1’ultracentrifugation. Néanmoins, si I’on veut envisager d’évoluer
en essai clinique, il sera préférable d’envisager une combinaison de filtration tangentielle et de
filtration/concentration®.

Il est important de souligner également que lors de 1’observation au microscope a super-
résolution et de la reconstruction, nous n’avons pas observé d’agrégats. Cela peut également
signifier que la limite de résolution (environ 200 nm) de la microscopie confocale utilisée lors
des ¢tudes de pénétration modifie ce que I’on pergoit. Une étude des cellules fixées apres

internalisation des VEs a I’aide la microscopie a super-résolution sera intéressante a réaliser.

5.4 Les VEMuStem ot Joyr rdle d’induction de prolifération

En médecine régénératrice, il a été démontré un effet thérapeutique des VEs qui pouvaient
améliorer la régénération de certains tissus en passant par une stimulation de la prolifération de
cibles cellulaires?**?%328  Cependant, la nature de la cellule productrice est primordiale.
L'exploration fonctionnelle des VEs produites par le candidat cellulaire thérapeutique hMuStem
est a ce jour treés important dans les stratégies de thérapie de la DMD.

Différentes études ont été réalisées sur des cellules hMuStem, des myoblastes humains et des
cellules endothéliales afin d’évaluer si les VEM™USM stimulent ou inhibent la prolifération
cellulaire.

L’étude sur les cellules hMuStem s’est déroulée sur trois semaines totales, et un comptage a été
effectu¢ a chacun des passages (3 passages). Les résultats sont présentés en temps de
doublement, mais ¢galement en CPD qui représente le cumulatif des doublements de population

(PD pour Population Doubling) (Figure 23).
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Figure 23 : Impact des VE"™"Stem syr le pouvoir prolifératif des cellules hMuStem
A : Temps de doublement (PDt) en jour en fonction des passages des cellules. B : Doublement
de population cumulé (CPD) en fonction des passages. Les résultats sont présentés en

n=3+SEM. Une analyse statistique a été faite avec un Anova-2-way suivi d 'un test post-hoc de

Tukey. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001.

En ce qui concerne le temps de doublement de chaque condition, nous n’observons pas de
différence significative entre le contréle et les deux conditions étudi¢es (Figure 23A).
Néanmoins, en ce qui concerne le CPD, entre la condition « 1-1 » et le contréle au niveau du
passage P6, il y a une différence de 0,57 doublement (CTRL : 18,29 doublements + 0,21 vs.
« 1-1 » : 18,87 doublements + 0,07). Au passage P7 la différence augmente trés légérement a
0,59 doublement (CTRL : 21,41 doublements + 0,11 vs. « 1-1 » : 22 doublements + 0,21). Les
différences au passage 6 et 7 entre la condition « 1-1 » et le contréle sont significativement
différentes (p<0,01) (Figure 23B). Cela signifie alors qu’a une concentration 1-1, les VEMuStem
stimulent tres 1égerement la croissance de ce lot de cellules hMuStem. Cependant, cet effet reste
tres faible et le protocole mis en place présente quelques inconvénients.

Les cellules hMuStem sont des cellules qui nécessitent un milieu de culture particulier riche en
cytokines et sérums. La réalisation des contrdles doit étre mise au point en augmentant ou en
diminuant ces ajouts afin de pouvoir visualiser des différences significatives. Ces controles,
appliqués aux cellules hMuStem entrainent un changement dans la prolifération et/ou la
différenciation des cellules ce qui en limite la réalisation. De plus, le milieu de grade clinique
BPF adapté aux cellules hMuStem est actuellement en rupture de process. Il a donc été remplacé
par du MSA moins optimal pour nos études préliminaires de fonctionnalité. L'effet des VEs

¢tant significatif mais faible, de futurs tests en présence de 3 autres lots de VEs et de cellules
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hMuStem sont prévus dans les conditions de culture utilisant le milieu M2STEM utilis€ pour

la production des cellules de grade clinique?.

Une ¢étude similaire a été réalisée sur un lot de myoblastes humains sur 11 jours avec un passage
tous les 3 a 4 jours. Les résultats sont présentés de la méme manicere que pour les cellules

hMuStem (PDt et CPD) (Figure 24).
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Figure 24 : Impact des VE"™"S*" sy le pouvoir prolifératif des myoblastes humains

A : Temps de doublement (PDt) en jour en fonction des passages des cellules. B : Doublement
de population cumulé (CPD) en fonction des passages. Les résultats sont présentés en
n=3+SEM. Une analyse statistique a été faite avec un Anova-2-way suivi d 'un test post-hoc de

Tukey. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001.

En observant les résultats du PDt, nous pouvons remarquer de grands écarts types ainsi qu’une
chute de croissance trés importante pour la condition du controle négatif : entre le P6 et le P7,
les cellules passent d’environ de 2,20 jours + 0,16 a 7,32 jours £ 2,50 pour un dédoublement.
Entre les deux différentes conditions et le controle négatif, il existe une différence significative
du PDt (Figure 24A)(p<0,001). Nous observons également une différence avec le contrdle
positif (p<0,0001), ce qui confirme la faisabilité¢ de notre test. En ce qui concerne le CPD de
cette étude il est observé une différence significative entre la condition du contrdle positif et
toutes les autres conditions (A P7, CTRL +: 12,24 doublements + 0,04 vs. CTRL -: 8,11
doublements £+ 0,18 ; p<0,0001). C’est a dire que le controle positif, sous stimulation, a proliféré
de maniere plus importante (Figure 24B). Cependant nous n’observons pas de différence
significative entre les deux conditions tests de VE™uSm et Je contrdle négatif. Cela signifie
que I’on ne peut pas conclure a un effet d’induction des VEs sur la prolifération de ce lot de

myoblastes humains.

88



Une seconde étude a alors été entreprise afin de confirmer ces résultats, avec un autre lot de
myoblastes humains. Ce deuxieme lot posséde la méme provenance, mais les cellules ont été
triées par un marqueur des myoblastes en prolifération, l'anticorps CD56" 2!
Malheureusement, cette étude n’a pu aboutir du fait d’un temps trop lent de doublement des
cellules. En effet, les myoblastes possédaient un temps de doublement supérieur a une semaine,
et, du fait de la rareté des productions des VEs, nous avons décidé de stopper cette étude dans
le but de privilégier d’autres manipulations. Par manque de temps, nous n’avons pas pu
renouveler les études de prolifération et de différenciation sur un autre lot CD56".

Il est important de noter que dans la littérature, une équipe a réussi a démontrer 1’efficacité
d’induction de prolifération ou de différenciation des VEs de différents types cellulaires sur des

263

myoblastes™. Cependant, leurs études sont réalisées sur des lignées cellulaires murines C2C12

et non des cultures primaires humaines.

Les cellules hMuStem sont aujourd’hui décrites comme ayant un potentiel thérapeutique en
médecine régénératrice et une hypothese de travail est que cela passerait via une augmentation
de I'angiogenese (travail en cours). De nombreuses VEs actuellement en cours d'étude ont cette
capacit¢ de promouvoir la prolifération cellulaire et l'angiogenese et différents tests de
validation in vitro ont été publiés®®. Afin d’évaluer le potentiel des VEMMuStem gyp
I’angiogenese, favorisant alors une régénération, une étude de prolifération a également été
menée sur une lignée cellulaire immortalisée endothéliale : les HUVEC (Human Umbilical
Vein Endothelial Cells). Ces tests se déroulent sur 4 jours, avec une lecture via un test MTT au
jour 0, 1 et 2. Les résultats se présentent sous forme d’un rapport de 1’absorbance au jour de
lecture divisée par 1’absorbance au jour 0. La réalisation de ce test sur deux jours nous donne

une cinétique de prolifération selon les différentes conditions (Figure 25).
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Figure 25 : Impact des VE"™"Stem sur le pouvoir prolifératif des HUVECs

Evolution du nombre de cellules relatif au jour 0 en fonction du temps (en jour). Deux tests ont
eté réalisés avec différentes conditions, n=12+SEM pour « 1-10 » et n=6+SEM pour les autres
conditions. Le CTRL 1 correspond au controle du premier test, et le CTRL 2 correspond au

contréle du 2" test. Une analyse statistique a été faite avec un Anova-2-way suivi d'un test

post-hoc de Tukey. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001.

Le premier test a été réalisé avec les concentrations « 1-2 », « 1-4 » et « 1-10 », et nous avons
observé une tendance de stimulation de prolifération pour les deux concentrations les plus
faibles (Figure 25). Nous avons alors décidé de faire une gamme de VEs avec comme
concentration la plus forte : une particule pour une cellule. Le deuxieéme test a alors été réalisé
avec 4 concentrations diminuant chacune d’un facteur 10, 100 et 1000 vis a vis de la
concentration « 1-1 ». Pour ce deuxiéme test, il est observé un controle avec une viabilité
cellulaire trés haute vis a vis des conditions avec VEs. Au vu de la différence entre le controle
du premier test (CTRL 1) et du contréle du deuxieme test (CTRL 2), nous avons décidé de les
séparer.

En ce qui concerne les conditions traitées avec VEs du test n°2, les résultats laissent entrevoir
un effet de diminution de prolifération vis a vis du contrdle 2. Les résultats sont néanmoins a
nuancer du fait d’un duplicat biologique non validé¢, de différences observées non significatives
mais également d’une disparité dans les absorbances mesurées (grands écart-types). A ce jour,
nous ne savons pas si nous sommes dans des concentrations trop faibles de VEs pour avoir des
résultats homogenes, et il ne nous a pas été possible d’étudier des concentrations plus fortes du

fait de la rareté des VEs. Cependant, il est également possible que les VEs n’aient pas d’effet
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d’induction ou d’inhibition de prolifération sur les HUVEC ou encore que le test ne soit pas
optimal pour le démontrer.

Dans la littérature, il existe des tests similaires montrant 1’impact positif des VEs de cellules
souches sur la prolifération cellulaire des HUVECs, mais il est important de préciser que nous
nous sommes placés dans des concentrations en VEs environ 20 fois inférieures®®. Il serait
pertinent de réitérer ces tests a des concentrations 10 voire 100 fois supérieures.
Afin d’évaluer le potentiel angiogénique des VEs, il serait également possible de mettre en

place d’autres tests tels que ceux de cicatrisation et de formation de tube?**2%8,

5.5 Potentiel d’induction myogénique des VEM™uStem

Le potentiel d’induction myogénique des VEs a été étudié a travers les deux types
cellulaires cibles : les cellules hMuStem et les myoblastes humains.

L’¢tude sur les cellules hMuStem a duré 11 jours. Les cellules ont été ensemencées et ont
proliféré pendant 7 jours avant d’étre induites en différenciation (réduction du sérum a 1%)
pendant 4 jours. Un immunomarquage avec la myosine sarcomérique a permis de visualiser les
myotubes et une contre-coloration des noyaux au DAPI a permis d’évaluer le nombre de noyaux
présents dans les myotubes. De cette maniére, la différenciation est représentée sous la forme
d’un Index de Fusion (IF) : nombre de noyaux dans les myotubes (> 2 noyaux par myotube) /

nombre de noyaux total. Les concentrations en VEmMuStem

ajoutées dans le milieu sont
équivalentes a celles utilisées lors de 1’étude de prolifération.

Des exemples d’acquisition d'images des différentes conditions controle, « 1-1 » et « 5-1 » sont
respectivement représentées en figure 26A, B et C. Dans la condition contrdle, les cellules ont
un IF de 28% =+ 0,38. Les cellules traitées « 1-1 » ont un IF de 24,5% + 1,88 et celle traitées
«5-1», un IF de 25,5 + 1,92. 1l est donc observé une légere tendance a la baisse, non
significative, dans nos conditions traitées. Cela pourrait corréler avec la tendance d’induction
de la prolifération observée précédemment puisque les cellules souches répondent a une balance
prolifération/différenciation. De plus, les VEhMS®™M gont sécrétées dans des conditions ou les
cellules méres sont en prolifération. Il serait alors logique que les vésicules sécrétées favorisent

la prolifération et non la différenciation ce qui induirait un maintien en €tat prolifératif des

cellules souches cibles.
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Néanmoins, les résultats observés ne permettent aucune conclusion, et de prochaines études
utilisant d'autres lots cellulaires ou le milieu spécifique grade clinique des cellules hMuStem

(M2STEM) pourront étre réalisées afin de confirmer cette tendance.

Une étude similaire a été réalisée sur un lot de myoblastes triés CD56*. Malheureusement, aprés
une semaine de prolifération, une semaine de différenciation ainsi qu’un immunomarquage,
nous avons remarqué que les cellules triées CD56" ne s’étaient que trés peu différenciées et que
les résultats ne sont donc pas interprétables. Comme décrit lors du test de prolifération, les
cellules ne se sont pas assez dédoublées et différenciées pour avoir des résultats clairs. Des

études similaires avec d’autres lots sont prévues lors de prochaines productions de VEM™uStem,
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Figure 26 : Influence des VE"™uStem sy le potentiel myogénique des cellules hMuStem

A, B et C : Controle, condition "I-1", condition "5-1" observés en microscopie apres
immunomarquage (Myosine sarcomérique en vert) et contre-coloration des noyaux (DAPI en
bleu). Barre d’échelle : 200um. D : Index de fusion (%) en fonction des conditions. Les résultats
sont présentés sous forme de moyenne + SEM (n=2). Une analyse statistique a été faite avec
un Anova-One-way suivi d’'un test post-hoc de Tukey. *p<0,05; **p<0,01 ; ***p<0,001 ;
*HEED<0,0001.
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Conclusion et perspectives

Récemment, de nombreuses études se sont penchées sur le role paracrine que possedent les VEs
sécrétées par les cellules greffées in situ. Par exemple, il a été démontré que les VEs provenant
de cellules souches mésenchymateuses pouvaient réduire la taille d’un infarctus du myocarde,
ou méme promouvoir un recouvrement fonctionnel post-accident vasculaire cérébral>*>2%, 11
est également important d’ajouter que I’effet des VEs sur un compartiment cellulaire reste
dépendant du type cellulaire les ayant sécrétés?37->8,

A I’aide du protocole mis en place précédemment, il nous a été permis de produire, purifier et
caractériser les VEs sécrétées par les cellules hMuStem candidates a la thérapie cellulaire dans
le cadre de la dystrophie musculaire de Duchenne®.

La démonstration de ’internalisation des VE™US™ dans deux types cellulaires a été réalisée
grace a I’imagerie a I'aide du colorant MemBright®, ainsi qu’une observation trés fine de ces
VEs via la microscopie a super-résolution.

Du coté de I’effet fonctionnel des VEs, nous avons pu évaluer leur effet d’induction ou
d’inhibition de prolifération et différenciation sur plusieurs types cellulaires. Nous avons été
confrontés a des difficultés de réalisation des tests qui pourraient s'expliquer par l'utilisation
d'un milieu artisanal pour les cellules hMuStem moins optimal que le milieu BPF, actuellement
en rupture de stock. Malgré ces conditions de culture non optimisées, nous avons réussi a
montrer un léger effet de stimulation de la prolifération sur le lot de cellules hMuStem « méres »
des VEs a une concentration d’équivalence de production d’une cellule mere pour une cellule
ensemencée. De la méme manicre, nous avons observé une tendance non significative a la
diminution de différenciation en myotubes avec cette méme concentration.

Les perspectives de ce projet naissant sont nombreuses. Tout d’abord, il sera nécessaire de
compléter et de refaire ces tests in vitro sur différents lots de cellules, en réalisant par exemple
des triplicats biologiques qui n’ont pu étre réalisés ici. Dans le cadre des cellules hMuStem, ces
tests seront également reproduits avec le milieu spécifique M2STEM, certifié grade GMP?>.
Une autre étude pertinente serait d’évaluer le role des VE™US®™ dans I'immunité. Les VEs
produites par les cellules souches mésenchymateuses sont considérées comme des messagers
du systéeme immunitaire inné et présentent un role anti-inflammatoire en induisant la sécrétion
de cytokines?**?*’. Concernant les cellules hMuStem, le laboratoire a démontré un role
immunomodulateur en interagissant avec l'immunité adaptative et innée par inhibition de la
prolifération lymphocytaire via un ensemble de facteurs secrétés>>**®. Le sécrétome des

298

cellules hMuStem posséde de fortes propriétés immunomodulatrices™* et nous chercherons a
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démontrer si les VEs purifiées conservent ces propriétés intéressantes. Une thérapie utilisant
des VEs aurait une réelle pertinence clinique en réglant une partie des problémes techniques,
immunologiques et sécuritaires associ¢s aux greffes de cellules. Si le role fonctionnel des
VEMuStem o confirme, une premiére stratégie serait de diminuer considérablement le nombre
de cellules hMuStem injectées et de potentialiser leur effet en ajoutant les VEs produites par
ces cellules.

Une fois la démonstration de 1’effet in vitro des VEs faite, il sera alors possible de tester ces
VEMuStem gy un modéle de rat dystrophique (rat DMD”®). La stratégie étant de proposer une
injection conjointe de vésicules et de cellules hMuStem, il sera alors possible de réaliser une
¢tude de comparaison entre 1’injection de cellules seules, I’injection de cellules avec leurs VEs
et une injection de VEs seules.

De plus, il sera intéressant de démontrer également si une communication est visualisable in
vivo par nos techniques mises en place de « tracking » a 1’aide du colorant MemBright® et de
I’imagerie.

Par ailleurs, les cellules souches adultes hMuStem peuvent étre utilisées plus largement dans
des pathologies d’affections musculaires. Elles sont notamment a 1’étude en médecine
régénératrice dans un contexte post-infarctus?’’>*. Les VE™USt™ nourraient donc alors étre
considérées comme le sont aujourd’hui les VEs de CSMs, en injection seule dans un contexte

de thérapie acellulaire. L’injection de VEMuStem

sera comparée a I’injection de cellules
hMuStem dans un modele de rat infarcis.

Tout ceci participera alors a démontrer 1’effet des VEs en médecine régénérative dans un
contexte de muscle 1és¢, comme ’on peut trouver dans la dystrophie musculaire de Duchenne

mais également dans I’infarctus du myocarde.
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Résumé

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une pathologie rare liée a I’X et de
transmission récessive. Cette dystrophie est caractérisée par I’absence ou la non-fonctionnalité
de la dystrophine, protéine essentielle au maintien et a la fonction des tissus musculaires. Bien
qu’aujourd’hui il n’existe pas de traitement curatif de la DMD, les patients DMD ont une
espérance de vie d’environ 20 a 30 ans grace a la prise en charge symptomatique. Néanmoins,
depuis quelques décennies, la recherche a évolué et a permis d’étudier de nouvelles
thérapeutiques innovantes pouvant avoir un objectif curatif dans la DMD comme la thérapie
génique ou la thérapie cellulaire.

L’UMR 703 INRA/Oniris PAnTher explore la faisabilité¢ d’une thérapie cellulaire allogénique
dans la DMD sur la base de I’utilisation de la cellule souche adulte musculaire hMuStem. Dans
le cadre des protocoles de transplantation cellulaire, les produits de sécrétion, riches en
vésicules extracellulaires (VEs) connues pour transporter des ¢léments essentiels aux
communications intercellulaires sont de plus en plus mis en avant. Ces VEs pourraient
expliquer les effets positifs observés sur les remodelages tissulaires comme fonctionnels, en
persistant malgré la disparition des cellules dans le tissu hote. L’UMR a engagé la mise au point
de la production ainsi que la caractérisation des VEM™MuStem,

L’objectif de ce projet a tout d’abord été d’approfondir la caractérisation de ces VEs a travers
de nouvelles approches d’imagerie en microscopie confocale et microscopie de super
résolution. Grace a un nouveau colorant marquant les bicouches lipidiques, il a été possible de
visualiser les VEs par une technique STORM mais également d’observer in vitro, leur
internalisation dans des cellules hMuStem et des myoblastes humains. Dans un second temps,
une exploration de la fonctionnalité des VEs a été entreprise in vitro, avec des tests de
prolifération et de différenciation sur les cellules hMuStem meéres des VEs. Cela a permis de
démontrer un 1éger effet d’induction de prolifération, suggérant un role autocrine des VEM™MuStem,
Pour une concentration en VEs équivalente a celle sécrétée par une cellule hMuStem pour une
cellule ensemencée, il est également observé une tendance a la diminution de différenciation.
Aprés validation de ces effets, ’UMR souhaite comparer le potentiel des VEMMStem ep co-
injection VEs-cellules aux cellules seules dans le but de se placer dans un contexte de

potentialisation de la stratégie de thérapie cellulaire.

Mots-clés : dystrophie musculaire de Duchenne, thérapie cellulaire, cellules souches, cellules

hMuStem, vésicules extracellulaires, médecine régénératrice
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