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> Les approches de thérapie cellulaire des dys-
trophinopathies basées sur I'utilisation de myo-
blastes ou de mésoangioblastes se sont traduites
par des résultats cliniques mitigés. De nombreux
candidats cellulaires alternatifs ont été décrits,
mais aucune comparaison standardisée n’a pu
encore établir leurs efficacités, ne serait-ce
qu’en vue d’une régénération musculaire locali-
sée. Une étude comparative a donc été décidée
récemment et pourrait permettre de donner un
nouvel élan a cette approche. <

Problématique de cette voie thérapeutique

La thérapie cellulaire des dystrophies musculaires est
un concept reposant a la fois sur la restauration de
I’expression d’une protéine déficiente et la participa-
tion a la régénération tissulaire globale. De nombreux
candidats cellulaires ont été utilisés chez I’animal selon
de nombreuses modalités différentes. Des essais cli-
niques ont été réalisés, mais ils se sont traduits par des
résultats mitigés sur les plans biologiques ou cliniques.
La réunion a Paris (juin 2017) d’un panel d’experts tres
impliqués dans ce domaine (cités dans la bibliogra-
phie) a permis d’identifier les lecons a tirer des échecs
et d’envisager une stratégie permettant de redessiner
I"avenir de cette approche.

Pourquoi persévérer ?

A I’heure actuelle, la thérapie cellulaire est considé-
rée comme un traitement palliatif potentiel, mais non
curatif au plan systémique, car limité a certaines zones
d’injection dans le corps. Les approches de thérapie
génique sont de plus en plus nombreuses, élaborées, et
fructueuses, mais thérapies géniques et cellulaires sont
par essence complémentaires parce que les capacités
de régénération d’'un muscle déja dystrophique — méme
apres « réparation » génique — sont a priori trop limi-
tées pour permettre un gain fonctionnel utile. Ceci
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est particulierement avéré pour les petits muscles fonctionnellement
nécessaires a I’autonomie des personnes (muscles de la main). Loca-
lement, cette approche pourrait toutefois permettre de préserver ou
d’améliorer la qualité de vie des patients ; le caractere invasif tempo-
raire de cette procédure n’invalide pas son utilité thérapeutique finale.
Beaucoup de questions sont encore en suspens, leur résolution pourrait
permettre d’améliorer grandement le succes de ces greffes : combien
de cellules sont nécessaires pour parvenir a la régénération ? Quels
sont les meilleurs parameétres d’injection puis de quantification ?
Peut-on pallier des problémes biologiques (mort cellulaire, migra-
tion...) par des procédures techniques ?

Les candidats cellulaires sont nombreux et une multitude d’études
précliniques et méme cliniques ont été menées, mais aucune étude
standardisée n’a encore été réalisée pour comparer leurs efficacités
relatives, bien que certaines études individuelles aient été trés pous-
sées [1]. Il faut souligner que certaines limitations sont intrinséques
a chaque type cellulaire (capacité de fusion, de migration, résistance
au stress oxydant et & la mort cellulaire immédiate...) et pourraient
constituer des facteurs de sélection parmi ces candidats, tandis que
d’autres limitations sont plus globales (rejet immunologique) ou
extrinséques (dge des patients donneurs ou receveurs) et nécessite-
raient des mesures d’ordre général. Certaines limitations importantes
telles que la mort cellulaire ont été tres peu étudiées, en dehors du cas
des myoblastes, et surtout chez la souris.

S’il est donc trop tot pour conclure a Iinefficacité générale de la
thérapie cellulaire dans les maladies neuromusculaires, il est encore



temps de procéder a une étude comparative et systématique, en
réunissant les différents outils mis a notre disposition par des années
d’expérimentations.

Quels candidats cellulaires, pour quel modéle animal ?

Dans une perspective de développement clinique ultérieur, seuls les
types cellulaires d’origine humaine seront comparés.

Les cellules satellites constituent la principale réserve myogénique
mais elles perdent leur statut en culture, lorsqu’elles sont activées et
deviennent des progéniteurs, les myoblastes [2, 3]. Testés a de nom-
breuses reprises, ces myoblastes constituent un standard [4] mais leur
efficacité est limitée par une faible capacité migratoire tissulaire [5],
bien qu’ils puissent persister durant des années au sein du tissu hote
[6]. Utilisés en injections multisites, ils permettent seulement une
restauration locale d’expression de la dystrophine dans les modeles de
dystrophinopathies [7, 81.

Les péricytes, les mésoangioblastes et les cellules adventitielles font
plutot partie des cellules angiogéniques et/ou de soutien mais ont
également une capacité myogénique importante [9, 10]. Les mésoan-
gioblastes ont été testés par injection systémique, mais n’ont pas
permis de restauration significative de la dystrophine, et bien que ces
cellules se soient montrées tres efficaces dans le modéle canin de la
dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) [11].

Les cellules Muscle-Derived Stem Cell (MDSC) et Mustem constituent
de petites populations de cellules rares mais a multipotence élevée
et présentant un potentiel immunomodulateur. Les cellules MDSC
sont utilisées en essais cliniques pour le traitement de I'insuffisance
urinaire sphinctérienne, en injection localisée [12]. Les cellules Mus-
tem améliorent le statut clinique des chiens modeles de la DMD apres
injection systémique [13].

Les cellules CD133+ partageraient des caractéristiques hématopoié-
tiques et peuvent étre extraites des tissus humains, et injectées dans
les muscles dystrophiques [14].

Les cellules ALDH+ constituent de petites populations a haute capacité
myogénique et particuliérement résistantes au stress oxydant [15,16].
Les cellules stromales mésenchymateuses d’origine adipeuse ne pro-
viennent pas du muscle mais ont des capacités paracrines et immuno-
modulatrices particulierement importantes.

A cbté des cellules adultes ont émergé les cellules pluripotentes,
d’origine embryonnaire (cellules €S) ou somatique (cellules iPS). Il est
possible a présent d’obtenir leur différenciation myogénique, en pas-
sant par différents états d’engagements successifs, a I’aide de combi-
naisons de facteurs pharmacologiques exogenes et compatibles avec
un usage clinique [17]. On peut ainsi comparer des types cellulaires
obtenus par différents protocoles, ou a différents états d’engage-
ment. Les cellules iPS provenant de patients pourraient également étre
modifiées génétiquement ex vivo pour devenir des outils de thérapie
cellulaire a usage autologue, particulierement dans des indications de
maladies rares [18,19].

La transplantation de cellules humaines chez I"animal est une xéno-
greffe, qui doit donc étre réalisée dans un contexte immunodéficient
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(souris SCID). Pour se rapprocher au moins sur le plan
biochimique de la maladie humaine, le modéle de
souris mdx sera choisi, sa petite taille permettant la
réalisation du criblage de I'efficacité de tous les types
cellulaires. La premiére étude sera réalisée par voie
intramusculaire directe.

Des outils d’évaluation classiques
et standardisés

Uobjectif principal du projet est de comparer I'effica-
cité de progéniteurs myogéniques pour leurs capacités
de régénération dans un modele animal immunodéfi-
cient de DMD.

Les différents types de progéniteurs seront générés direc-
tement ou indirectement par les participants au projet,
a partir de biopsies musculaires communes fournies
par Myobank (la banque de cellules et tissus de I’AFM-
Téléthon), puis les cellules seront injectées localement,
d’une maniére standardisée, au niveau d’un muscle
unique. A différents intervalles, les muscles seront préle-
vés et analysés pour étudier et comparer les étendues de
régénérations, la encore de maniere standardisée.

La présence des cellules humaines au sein du tissu
de I’hGte, participant directement a la formation des
fibres musculaires squelettiques et/ou demeurant en
position endomysiale ou endothéliale, peut €tre tres
finement caractérisée par des méthodes immuno-
histologiques et d’imagerie quantitative standardisées,
ce qui permet de suivre le devenir biologique de ces
différentes catégories de progéniteurs. La proportion de
cellules provenant du donneur et son évolution au cours
du temps est quantifiable par PCR, renseignant sur les
processus de mort cellulaire immédiate, et de proliféra-
tion. L'expression de la dystrophine, et/ou de protéines
restaurées, peut étre mesurée par Western blot.

Pris ensemble, ces outils permettront un classement
multiparamétrique de 'efficacité des différentes popu-
lations, et le choix de quelques-unes pour la poursuite
de la comparaison, en faisant appel le cas échéant a
des modeles animaux de plus grande taille (Figure 1).

Les études complémentaires et les perspectives

La mise en place de ce protocole fournit I"opportu-
nité de comparer directement, outre leurs capacités
fonctionnelles, les caractéristiques phénotypiques et
biologiques des différentes catégories de progéniteurs.
Cette étude permettra aussi de définir de nouveaux
marqueurs ou de nouvelles combinaisons qui seront
utiles pour la validation des cellules aupres des agences
réglementaires.
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Figure 1. Schéma de I’étude comparative des progéniteurs myogéniques. A partir de biopsies musculaires humaines, les différentes catégories de

cellules seront extraites et amplifiées. €n parallele, des cellules pluripotentes seront générées puis différenciées selon différents protocoles. Les

cellules seront injectées dans les muscles de souris mdx immunodéficientes, leur devenir et les résultats d’implantation seront comparés par des

techniques complémentaires standardisées.

Une composante importante de la DMD réside dans ses aspects
inflammatoires liés aux processus de dégénérescence et régénération.
Une étude de I'inflammasome et de sa modulation par les différentes
catégories de progéniteurs participera aussi a la compréhension du
mécanisme d’action de ces cellules.

Apres avoir cerné les meilleurs candidats, des études fonctionnelles
seront réalisées sur de nouvelles cohortes d’animaux en restreignant
le nombre de progéniteurs testés, afin de confirmer les capacités régé-
nératrices identifiées précédemment. Les fonctions motrices (force,
résistance a la fatigue et a I"exercice excentrique) seront mesurées a
moyen et long terme sur les muscles greffés.

Uinjection intramusculaire est forcément limitée a une étendue
thérapeutique locale. Peut-étre son efficacité pourrait-elle étre
améliorée par I'association a des biomatériels. Cependant, cer-
tains territoires musculaires ne peuvent étre atteints aisément
(diaphragme, muscles intercostaux...). La distribution régionale
ou systémique par voie vasculaire permettrait de toucher un grand
nombre de territoires musculaires simultanément et sans avoir a
recourir a des injections ponctuelles multiples. Cependant, nous
ignorons quels types cellulaires seraient capables de franchir
des barriéres vasculaires. Il est nécessaire de développer ces
approches, au besoin en empruntant le cheminement global qui
aura été établi pour les études intramusculaires, afin la encore
d’identifier le ou les meilleurs candidats de thérapie cellulaire.
Une étude de biodistribution et de tolérance complétera les carac-
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téristiques fonctionnelles et thérapeutiques des
meilleurs candidats. ¢

SUMMARY

Cell therapy in muscular disorders: the future lies in
comparisons of progenitors

Cell therapy approaches dedicated to the treatment of
dystrophinopathies and involving essentially myoblasts
and mesoangioblasts have produced mitigated clinical
results. If several types of alternative progenitors have
been developed, no standardized comparison has been
carried out yet to investigate their regenerative efficacy
invivo, at least at a local level. A comparative study has
therefore been designed recently aiming at giving a new
impetus to this therapeutic field. ¢
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