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> Avec le temps, la mucoviscidose est devenue
un exemple de synergie entre la recherche en
biologie cellulaire et les progrés cliniques. Les
thérapies protéiques ont enfin apporté I'espoir
d’une vie normale aux patients, bouleversant
ainsi les statistiques épidémiologiques éta-
blies. Néanmoins, les patients ne guérissent
pas, et I’évolution épidémiologique de la mala-
die ouvre de nouveaux défis pour la prise en
charge des malades. Par ailleurs, environ 10 %
des patients demeurent sans solution théra-
peutique. De nouvelles stratégies sont ainsi
envisagées et la communauté des chercheurs,
industriels, patients et autorités de santé reste
mobilisée pour suivre les effets a long terme de
ces nouveaux traitements et explorer de nou-
velles approches pharmacologiques. <

La mucoviscidose est une maladie génétique récessive
induite par des mutations du géne CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator). Actuellement,
2114 variants alléliques ont été recensés!, dont 804
avec des effets cliniques documentés?. Environ 2,5 mil-
lions de personnes en France sont porteuses saines de
I’'une de ces mutations, ce qui conduit en moyenne a un
cas de mucoviscidose sur 4500 naissances. Il s’agit de
la maladie génétique létale la plus fréquente dans les
populations caucasiennes, avec plus de 7500 patients
recensés en France en 2021, environ 30000 en Europe
et 90000 dans le monde, malgré des estimations plus
difficiles a réaliser en Afrique et en Asie.

Le géne CFTR code la protéine du méme nom, qui a un
role de canal anionique dans les cellules épithéliales. La
dysfonction de cette protéine se traduit par une défail-
lance de multiples organes, touchant en particulier les
systemes digestif et reproducteur, ainsi que les pou-
mons. C’est sur cette derniére atteinte que le pronostic

Vignette (© Isabelle Sermet).
! DB CFTRI, www.genet.sickkids.on.ca

? DB CFTR?, cftr2.org (derniere mise a jour, 7 avril 2023).
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de la maladie repose jusqu’a présent. €n 2022, "Gge médian au déces
en France dépassait pour la premiére fois 40 ans [1]. Cette victoire a
été rendue possible grace a I’arrivée sur le marché frangais, en 2020,
de nouvelles thérapies protéiques aux effets spectaculaires qui bou-
leversent la prise en charge de la maladie et remettent en cause les
statistiques établies auparavant [2].

Physiopathologie

La protéine CFTR (ou ABCC7) appartient a la famille des transporteurs
ABC (ATP-binding cassette). Sa fonction principale est d’assurer le
transport des ions chlorures et, dans une moindre mesure, des ions
bicarbonates a travers les membranes cellulaires. Elle contribue aussi
a I'absorption des ions sodium en participant a la régulation du canal
ENaC (epithelial sodium channel). Le canal CFTR se compose de deux
domaines transmembranaires (TMD) qui constituent le pore traversant
la membrane, de deux unités intracellulaires (NBD pour nucleotide-
binding domain) qui, en fixant I’ATP, entrainent "ouverture du canal,
et d’un domaine régulateur (R) qui, aprés sa phosphorylation par des
kinases AMPc- ou calcium-dépendantes, module la fixation de I’ATP,
et donc 'activité du canal. La maturation d’une protéine CFTR fonc-
tionnelle nécessite de nombreuses étapes de repliement et de glycosy-
lation dans le réticulum endoplasmique puis dans I"appareil de Golgi.
Cette multitude d’étapes conduit @ un important taux d’erreur et a
I’élimination naturelle de 60 a 80 % de protéines CFTR non fonction-
nelles dans les cellules saines [3]. Les protéines matures positionnées
a la membrane cellulaire ont une demi-vie estimée a plus de 16 heures.
Elles sont recyclées par endocytose clathrine-dépendante avec un
taux de renouvellement élevé de 10 % par minute [4].
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Figure 1. Classes de mutations
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Les différentes classes de mutations

Les mutations du géne CFTR sont classées en six catégories selon
leurs conséquences sur la production, le routage, le fonctionnement
ou la stabilité du canal CFTR @ la membrane des cellules épithéliales
(Figure 1) [2, 51.

Les mutations de classe | sont des mutations affectant la production
de la protéine. Elles conduisent a I’absence de canaux CFTR. La muta-
tion la plus commune, F508del (ou p.Phe508del)?, portée par environ
80 % des patients (83,2 % en France [1]), appartient & la classe Il :
la protéine est synthétisée, mais elle est défectueuse, en raison d’un
défaut de repliement. Elle est donc éliminée par le protéasome [6].
Les protéines issues de la traduction du géne portant des mutations
de classe Ill, dites de portail, atteignent la membrane cellulaire,mais
elles présentent une fréquence d’ouverture du canal réduite, due a un
défaut d’activation. Les mutations des classes | a 1l conduisent a une
protéine dont I’activité est minimale, voire nulle, et sont associées
a des manifestations cliniques séveres. Les mutations de classe IV a
VI entrafnent une diminution de la conductance du canal (classe 1V)
ou de la synthése de la protéine (classe V), ou encore une demi-vie

¥ p. correspond a la protéine. Le numéro est celui de I'acide aminé dans la séquence peptidique. Ainsi,
p.Phe508del signifie la délétion de la phénylalanine en position 508 de cette séquence.
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membranaire réduite (classe VI). Dans le cas de ces
mutations, la protéine CFTR produite présente une fonc-
tion résiduelle, ce qui engendre des phénotypes moins
graves de la maladie.

Les manifestations cliniques

La dysfonction du canal CFTR entraine un défaut d’ex-
crétion des ions chlorures et des ions bicarbonates et
une hyperabsorption de sodium, ce qui conduit a une
déshydratation et a une acidification du liquide de sur-
face couvrant I’épithélium. Les manifestations cliniques
les plus typiques sont une insuffisance pancréatique
exocrine (maldigestion des graisses et des sucres com-
plexes) et une atteinte pulmonaire, alliant bronchopa-
thie et infections bronchiques chroniques. C’est cette
atteinte pulmonaire qui constitue la principale cause de
déces des patients atteints de mucoviscidose.

Dans le systeme respiratoire, trés exposé aux agents
pathogeénes, I"augmentation de la viscosité du mucus,
due notamment a la déshydratation, freine la clairance
mucociliaire et donc I’élimination des agents infectieux
[2]. Le mucus s’accumulant dans les voies respiratoires
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favorise le développement d’infections chroniques, en particulier par
la bactérie Pseudomonas aeruginosa. Uacidification du fluide recou-
vrant les muqueuses, due au déficit d’ions bicarbonates, participe
également au développement de ces infections, en inhibant I’activité
des peptides antimicrobiens [7]. La réponse inflammatoire excessive
et inadéquate qui en résulte favorise I’établissement d’infections bac-
tériennes résistantes aux antibiotiques, et participe a la dégradation
progressive des poumons [8].

€n ce qui concerne le systéme digestif, 'atteinte pancréatique se
manifeste trés tot ; la plupart des bébés présentant un défaut tou-
chant CFTR naissent avec une insuffisance pancréatique. L'exceés
d’acidité du compartiment digestif fait précipiter les acides biliaires,
ce qui a pour effet de diminuer la solubilisation et ’absorption des
graisses et des vitamines liposolubles (€, A, D, K). Cliniquement, cela
se traduit par une diarrhée graisseuse, des carences, une insuffisance
pondérale et des douleurs abdominales. Les Tlots de Langerhans, déja
en nombre réduit, sont déstructurés par la fibrose, ce qui perturbe la
sécrétion d’insuline. Chez les patients, la prévalence du diabete aug-
mente avec ’dge, avec 15 % de patients diabétiques a 20 ans et 50 % a
30 ans. Dans le foie, la cirrhose ne concerne que 2 a 8 % des malades,
mais 20 a 70 % d’entre eux présentent des anomalies histologiques et
20 a 25 % souffrent d’une atteinte hépatique modérée a I'origine de
déséquilibres physiologiques, tels qu’une augmentation des gamma-
glutamyl-transférases ou des transaminases. Cette atteinte chronique
peut conduire a une dénutrition, a un affaiblissement général de
I’organisme et a un retard de croissance. Dans le duodénum, la baisse
du pH limite I'activité des enzymes pancréatiques, tandis que le mucus
épaissi et déshydraté peut produire des obstructions intestinales [2].
Le systeme reproducteur est également altéré, et la fertilité des
patients est impactée. 'absence de canaux déférents chez les
malades masculins se traduit par une stérilité chez 98 % d’entre eux
[9]. Une forte baisse de la fertilité est également observée chez les
femmes, due, entre autres facteurs probables, a I’épaississement des
glaires cervicales [10].

Dans les canaux sudoripares de la peau, I’absence de CFTR empéche la
réabsorption des ions chlorures, avec pour conséquence un taux anor-
malement élevé de ces ions dans la sueur excrétée. Cette particularité
a conduit au développement du test diagnostique appelé « test de la
sueur », fondé sur la mesure de la concentration d’ions chlorures dans
la sueur.

Le traitement du défaut de CFTR par thérapie protéique

La derniere décennie a vu émerger de nouveaux traitements, nommés
caftors, qui ciblent le défaut de production de la protéine CFTR. Cette
approche thérapeutique a révolutionné la prise en charge de la maladie.
Selon les différentes catégories de mutations (voir plus haut), plusieurs
stratégies ont été explorées pour corriger le géne, le transcrit, la protéine,
ou encore pour renforcer les voies alternatives de transport ionique.

Les thérapies protéiques ciblent les mutations de classe Il a VI &
I'origine de la synthése de protéines CFTR défectueuses ou instables.
Ces molécules, identifiées par criblage pharmacologique a haut débit,
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sont appelées modulateurs de CFTR. Ce sont des poten-
tiateurs, des correcteurs, des amplificateurs ou encore
des stabilisateurs, qui visent a rétablir un minimum de
10 % d’activité de la protéine CFTR, censé apporter un
bénéfice médical visible [11].

Le potentiateur ivacaftor

Le premier modulateur de CFTR disponible a été le
potentiateur ivacaftor (IVA), destiné principalement
aux porteurs de mutations de classe I, parmi les-
quelles la mutation G551D (p.Gly551Asp) est la plus
commune. IVA augmente, méme en I"absence d’ATP, la
durée d’ouverture des canaux CFTR mutés, mais égale-
ment des canaux CFTR sains [12] ou d’autres protéines
ABC [13]. Ce traitement apporte un gain de fonction
respiratoire allant jusqu’a 10 % chez les adultes atteints
de mucoviscidose (mesurée par le volume expiratoire
maximum en une seconde ou VEMS) et une baisse de
la concentration sudorale en ions chlorures d’environ
50 mmol/L [14]. Il est aujourd’hui accessible en France
aux enfants a partir de 4 mois.

Les bi-combinaisons potentiateur/correcteur

Des molécules, appelées correcteurs, ciblant les pro-
téines mal repliées, telles que la protéine mutée CFTR-
F508del, ont par la suite été développées. Lumacaftor
(LUM) et tezacaftor (TEZ) agissent comme des molécules
chaperonnes pharmacologiques. Elles permettent de sta-
biliser le repliement des protéines, qui sont alors moins
dégradées par le protéasome [15]. Néanmoins, le canal,
bien que corrigé, reste instable a la membrane cellulaire
et présente un défaut d’ouverture. Ces correcteurs néces-
sitent donc d’étre associés a un potentiateur afin de sti-
muler I"ouverture du canal et conduire & un effet médical
significatif. U'association de lumacaftor et ivacaftor
(LUM/IVA) est autorisée en France pour les patients
homozygotes pour la mutation F508del, a partir de I'age
de 1 an. Les gains cliniques restent cependant modérés :
gainde 2 a 3 % de VEMS et diminution de 10 mmol/L de la
concentration de chlorure sudorale [16]. La combinaison
de tezacaftor avec ivacaftor (TEZ/IVA) présente des pro-
priétés pharmacocinétiques améliorées, avec en particu-
lier une diminution de I'induction du cytochrome p450.
Son indication concerne les sujets homozygotes F508del a
partir de 6 ans, mais elle a été étendue aux hétérozygotes
pour la mutation F508del, lorsque celle-ci est associée
a certaines mutations qui permettent la synthese d’une
protéine ayant conservé une fonction résiduelle [17].

Les triples combinaisons
Les essais pharmacologiques ayant montré I'impor-
tance de cibler plusieurs sites de la protéine CFTR afin



de maximiser 'effet correcteur [18], les recherches se sont orientées
vers des thérapies combinatoires, et différentes molécules candidates
ont été testées en complément de la combinaison TEZ/IVA. U'associa-
tion d’un deuxiéme correcteur, elexacaftor (ELX), a ainsi permis une
restauration fonctionnelle accrue de la protéine. €n effet, la triple
combinaison ELX/TEZ/IVA (aussi appelée Kaftrio) permet des amélio-
rations spectaculaires allant jusqu’a un gain de 14 % de VEMS et une
diminution de 45 mmol/L de la concentration de chlorure sudorale, dés
le premier mois de traitement chez des patients dgés de plus de 12 ans.
Trés tot, il est apparu que cette combinaison pouvait transformer la
qualité de vie des patients, que ce soit chez les patients homozygotes
pour F508del déja traités par TEZ/IVA [19], mais également chez les
patients hétérozygotes pour une mutation entrainant une fonction
minimale de CFTR (mutations de classes | & I11) pour lesquels aucune
option thérapeutique n’était alors disponible [20].

Les bénéfices cliniques observés chez les adultes ont rapidement été
confirmés chez les enfants plus jeunes, Ggés de 6 a 11 ans [21], puis
chez ceux Ggés de 2 a 5 ans [22]. Malgré une dégradation pulmonaire
moins avancée que chez les adultes, et une fonction basale relative-
ment élevée, ’amélioration reste significative, avec un gain de 11 %
de VEMS chez les adolescents. Compte tenu des potentiels bénéfices a
long terme et de la large indication du médicament, la triple associa-
tion ELX/TEZ/IVA a rapidement été autorisée chez les enfants hétéro-
zygotes pour F508del Ggés de plus de 2 ans, qui peuvent bénéficier du
traitement en France depuis novembre 2023.

Des effets indésirables de la triple association ELX/TEZ/IVA ont cepen-
dant été observés, et une version améliorée de cette trithérapie est
en cours de développement. Des perturbations du bilan hépatique,
et surtout des effets neuropsychiatriques rares mais préoccupants,
posent question. Les recherches visent donc a remplacer ELX par un
autre correcteur, vanzacaftor (VAN), qui aurait moins d’effets indési-
rables, et IVA, par sa version deutérée deutivacaftor (D-1VA) qui, avec
une demi-vie plus longue, permettrait une seule prise journaliere, au
lieu des deux nécessaires pour la version originale de la molécule. Les
derniers essais de phase Il ont montré que cette nouvelle formulation
est bien tolérée, et qu’elle permet une amélioration de la fonction
respiratoire et du test de la sueur possiblement encore plus importante
que la version initiale ELX/TEZ/IVA [23].

Les stabilisateurs

Certaines thérapies protéiques visent a stabiliser la protéine a la
surface de la cellule, ciblant notamment les mutations de classe VI
et les protéines corrigées par d’autres modulateurs. L'objectif, pour
ces molécules, est de réduire I’endocytose de CFTR et ainsi d’aug-
menter la quantité de canaux disponibles a la membrane plasmique.
Certains stabilisateurs ancrent la protéine CFTR en établissant
des interactions avec les constituants de la membrane cellulaire ;
d’autres visent & inhiber la protéine CAL (CFTR-associated ligand),
une protéine qui régule ’endocytose de CFTR. Des essais in vitro
réalisés sur des lignées cellulaires et sur des cellules primaires
exprimant la protéine mutée F508del ont montré I"'amélioration de la
fonction de CFTR-F508del corrigée par des bloqueurs de CAL, tels que

m/s n® 3, vol. 40, mars 2024

le peptide PGD97, en augmentant son expression a la
surface membranaire [24].

Les traitements en développement

Malgré les avancées médicales extraordinaires permises
par ces traitements, les malades ne sont pas guéris, et
environ 10 % d’entre eux (pourcentage variable selon
la géographie) demeurent sans solution thérapeu-
tique. D’autres stratégies ont donc été envisagées, en
particulier pour les patients porteurs homozygotes de
mutations de classe | conduisant a une absence de
synthése de la protéine CFTR, comme les mutations
non-sens avec codon stop prématuré, et les mutations
d’épissage, sur lesquelles les thérapies protéiques
n'agissent pas.

Deux types de thérapies ont été développées : les théra-
pies géniques qui ont pour ambition de corriger in situ le
géne CFTR défectueux, et les thérapies de transcrit qui
ciblent PARN messager (ARNm) [25, 26].

Les thérapies géniques

€n 1989, la découverte par le généticien canadien
Lap Chee Tsui, en association avec le Consortium
Cystic Fibrosis Gene Mutation Analysis, d’un gene
unique, CFTR, dont les mutations étaient a I’origine
de la mucoviscidose a suscité de grands espoirs.
Les recherches d’une thérapie génique qui permet-
trait de corriger le défaut génétique et de guérir
la maladie ont d’abord porté sur "ajout d’un gene
sain au génome des patients. Cependant, il est
apparu rapidement qu’un tel traitement s’accompa-
gnait de nombreuses difficultés qui restent encore
aujourd’hui a surmonter [27, 28]. €n effet, aprés
le franchissement de la barriere du mucus, le géne
doit étre introduit dans le noyau cellulaire a I'aide
de vecteurs viraux ou synthétiques (de type lipi-
dique cationique, polypeptidique soluble ou poly-
mére cationique). Malheureusement, les niveaux
d’expression du gene CFTR thérapeutique dans les
cellules sont restés faibles. Cette approche ciblait
les cellules épithéliales respiratoires qui, déja dif-
férenciées, étaient tres difficiles a transfecter ou
a transduire. De plus, étant donné la grande taille
du géne CFTR (plus de 250 kb), il était difficile de
le transporter dans son intégralité, et seul son ADN
complémentaire (ADNc), dépourvu de nombreux
éléments régulateurs d’expression, a été utilisé. De
nouveaux vecteurs plus performants sont actuelle-
ment en cours de développement [29], et un essai
clinique devrait débuter prochainement en utilisant
un vecteur dérivé du virus de Sendai permettant de
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transférer une séquence d’ADN plus longue que les adénovirus,
de transduire de fagon efficace les cellules épithéliales, et de
conduire & une expression prolongée du géne thérapeutique [30].
Actuellement, certaines stratégies visent a corriger spécifiquement la
portion de I’ADN qui est mutée, en utilisant la technique CRISPR/Cas9
(clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-
associated protein9) [31]. D’autres approches tentent de modifier
I’ADN sans le couper, en modifiant directement les nucléotides mutés
d 'aide de déaminases® [32].

Uobjectif de ces dernieres stratégies est de corriger la mutation non
pas in vivo, mais ex vivo, dans des cellules souches qui, une fois repro-
grammeées en cellules basales respiratoires, seraient administrées
in vivo pour ensemencer les voies respiratoires, ou elles se différen-
cieraient pour reformer I’épithélium. De nombreux obstacles restent
a surmonter, notamment pour réunir les conditions nécessaires a la
greffe de telles cellules basales dans leur niche sous-muqueuse, ou
pour éviter I'induction de mutations indésirables lorsque les cellules
sont modifiées [33, 34].

Les thérapies de transcrit

Les recherches sur les thérapies de transcrit se focalisent sur I’ARNm,
s’affranchissant ainsi de I"étape délicate de la translocation nucléaire
de I’ADN transfecté. In vitro, la délivrance d’un ARNm non muté dans
une cellule mutée permet effectivement la synthése d’une protéine
CFTR normale, indépendamment de la mutation initiale portée (muta-
tion agnostique, le traitement étant prédictif d’'une bonne réponse
quelle que soit la mutation) [35]. Ces recherches sont trés dynamiques
[36], notamment en ce qui concerne les vecteurs de délivrance, et le
succés des vaccins a ARNm lors de la pandémie de Covidl9 (coronavi-
rus disease 2019) a marqué un tournant dans ce domaine.

Les stratégies actuelles reposent sur des ARNm chimiquement modifiés
(ARNmc) afin de les rendre plus stables et de limiter les réactions
immunitaires dues a la détection de matériel génétique exogéne par la
cellule. Dans la mucoviscidose, les premiers essais cliniques de phase
[l ont montré I’absence de toxicité et la bonne tolérance de ces théra-
pies, mais sans efficacité clinique ; la fréquence d’administration pour
optimiser la quantité de protéines CFTR a la membrane reste encore a
déterminer [35]. D’autres approches, utilisant la technologie CRISPR
associée a la nucléase Casl3, sont envisageables afin de corriger les
bases d’ARN mutées [37], mais les recherches sont encore au stade
préclinique [38, 39].

Les thérapies de translecture

Les mutations de classe |, qui entrainent une absence totale de pro-
téine ou une séquence protéique partielle, notamment les mutations
non sens caractérisées par la présence d’un codon stop prématuré
(PTC) [401, sont associées a des phénotypes plus sévéres de la maladie
[41], qui se manifestent dés I’enfance. Ces PTC conduisent soit a la
dégradation des transcrits mutés par le systéme de contréle qualité

* Par exemple, I'adénine peut étre convertie en inosine, elle-méme convertie en guanine (A—G), et la
cytosine peut &tre convertie en uracile, lui-méme converti en thymine (C—T).
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de la cellule NMD (nonsense mediated decay)®, soit a
I’élimination de la protéine tronquée®.

La premiére étape de ces thérapies de translecture
consiste a restreindre le systeme de contréle NMD pour
permettre a une petite quantité de transcrits d’échap-
per a la dégradation et donc d’atteindre le cytoplasme
pour y étre traduits. Mais les inhibiteurs de ce systeme
NMD sont en général trés toxiques, et leur utilisation
clinique est délicate. Des inducteurs de translecture,
permettant des infidélités de lecture du code géné-
tique, sont ensuite nécessaires pour éluder le PTC et
permettre la synthése complete de la protéine. Les
antibiotiques de la famille des aminoglycosides, tels
que la gentamicine, ont été parmi les premieres molé-
cules identifiées pour leur action modificatrice du PTC
[42]. Leur mécanisme d’action supposé repose sur une
modification de la conformation du ribosome qui per-
mettrait la fixation d’ARN de transfert (ARNt) facilitant
les erreurs de lecture [43]. Toutefois, ces molécules
sont oto- et néphrotoxiques et ne peuvent étre admi-
nistrées sur de longues durées.

D’autres molécules « anti-non sens » ont été évaluées,
mais leur intérét clinique est resté limité. L'ataluren
(PTC-124)" permettrait I'incorporation d’acides aminés
en détrompant les codons stop® (GIn, Lys et Tyr aux
codons UAA et UAG ; Trp, Arg et Cys aux codons UGA), en
raison d’un mésappariement des bases [44]. De méme,
€LX-02, une molécule dérivée des aminoglycosides,
a présenté une action intéressante in vitro sur des
mutations de type codon stop [45], mais son bénéfice
clinique n’a pas été confirmé [46].

Une approche prometteuse fait actuellement I’objet de
recherches importantes. €lle repose sur la conception
d’ARNt synthétiques capables de décoder les codons
stop [47]. Ces ARNt artificiels entrent en compétition
avec les facteurs de terminaison durant la traduction.
Ils permettent Iintroduction d’un acide aminé dans la
chaine peptidique en cours de traduction qui, alors,
se poursuit malgré la présence du codon stop. Synthé-
tisées en quantité suffisante, ces protéines peuvent
permettre la restauration de la fonction du canal CFTR,
a I’échelle du tissu ou de I’organisme.

5 Le NMD est un mécanisme qui reconnait et dégrade les ARNm portant un codon
stop prématuré.

¢ La lecture d’un PTC au cours de traduction induit la fixation de facteurs de
terminaison (release factor) qui catalysent I’hydrolyse de la liaison ester entre le
peptide néosynthétisé et ’ARN de transfert (ARNt), ce qui interrompt la synthése
peptidique.

7 Ou acide 3-[5-(2-fluorophényl)-1,2,4-oxadiazol-3-yl] benzoique.

¥ Les trois codons stop, UAA, UAG, et UGA, ne sont pas traduits car il nexiste pas
d’ARNt correspondant.



Les oligonucléotides antisens

Les oligonucléotides antisens (ASO) synthétiques sont des ARN chimi-
quement modifiés, pour ne pas étre dégradés par les RNAses, qui se
lient au pré-ARNm cible [48]. Leur petite taille (moins de 30 nucléo-
tides) favorise leur passage & travers le mucus, ce qui évite I'utili-
sation d’un vecteur d’administration. Les mutations d’épissage per-
turbent les motifs d’épissage canoniques des jonctions entre introns
et exons, et conduisent le plus souvent a des décalages du cadre de
lecture et a des codons stop prématurés. Certaines mutations peuvent
modifier des séquences régulatrices, activatrices ou inhibitrices, loca-
lisées dans les exons (ESE pour exonic splicing enhancer et €SS pour
exonic splicing silencer) ou dans les introns (ISE pour intronic splicing
enhancer et 1SS pour intronic splicing silencer), conduisant a la pro-
duction de transcrits aberrants. Par exemple, la mutation 3849+10kb
OT’ est associée  une quantité réduite de protéine CFTR normale,
corrélée a une dysfonction pulmonaire. Les ASO permettent de blo-
quer la reconnaissance des éléments d’épissage, empéchant ainsi le
recrutement des protéines du spliceosome [49]. Cette stratégie s’est
déja avérée efficace dans I"amyotrophie musculaire spinale et la
dystrophie musculaire de Duchenne [50]. Dans la mucoviscidose, des
résultats encourageants ont été obtenus in vitro, notamment avec des
cellules respiratoires primaires portant le variant 3849+10kB C>T [51,
52], ou avec des lignées cellulaires portant la mutation 2 657+5kb G>A
[53]. Un essai clinique intégrant des patients porteurs de la mutation
3849+10kb C>T devrait bientot débuter.

Les nouveaux défis

L'avenement de la trithérapie protéique, avec ses effets bénéfiques
cliniques majeurs, est en passe de transformer la mucoviscidose, une
maladie historiquement pédiatrique, en une maladie d’adulte, et ainsi,
de bouleverser la prise en charge des patients. De nouveaux symptdmes
et maladies, masqués jusqu’alors par 'urgence de 'atteinte pulmonaire,
vont sans doute apparaitre, comme 'obésité ou certains cancers. On
peut aujourd’hui espérer voir les patients vivre (quasi) normalement,
fonder une famille et vieillir. La modélisation de la survie des patients
traités par des modulateurs de CFTR, administrés des I’adolescence,
permet d’envisager une espérance de vie de 83 ans [54]. Cependant, ces
progres décisifs révelent les inégalités d’accés au soin dans le monde,
et I’écart se creuse avec les pays défavorisés, qui ne peuvent bénéficier
de ces thérapies qui restent trés coliteuses [55]. De plus, il reste une
proportion significative de patients, entre 10 et 15 % selon les pays, pour
lesquels il n’existe pas de possibilité de traitement.

Des modéles d’études ex vivo / in vitro

Afin d’identifier davantage de génotypes répondeurs a ces thérapies,
de nouveaux modeles d’étude reproduisant les propriétés des cel-
lules épithéliales respiratoires et la fonction de la protéine CFTR sont
explorés. Dés 2020, la Food and Drug Administration (FDA) américaine

’ Remplacement d’une cytosine par une thymine au niveau de 10 kb dans Iintron suivant le nucléotide
3849 codant.
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a étendu lindication de la trithérapie a 177 mutations
rares qui n’avaient pas pu étre testées en essai cli-
nique. Sa décision reposait sur une amélioration de la
fonction de la protéine corrigée, représentant 10 % de
celle de la protéine non mutée, telle qu’évaluée dans
des lignées de cellules de thyroide de rat Fischer (FRT)
[56]. La FDA a ainsi ouvert la voie a des approches in
vitro alternatives permettant de mesurer I'impact des
traitements sur des mutations rares. Parmi les dif-
férents modeéles cellulaires testés en laboratoire, les
organoides intestinaux n’ont pas montré de caractére
véritablement prédictif du bénéfice d’un traitement au
niveau pulmonaire in vivo [57]. Les cellules épithéliales
respiratoires collectées par un frottis nasal, peu invasif,
constituent un autre modele personnalisé, prenant en
compte le génotype du donneur, incluant les alléles
complexes, les génes modificateurs et d’autres varia-
tions génomiques non caractérisées. Cultivées sur une
membrane poreuse, ces cellules forment un tapis dense
et imperméable, et se différencient en de multiples
types cellulaires lorsqu’elles sont placées a 'interface
air-liquide, reproduisant ainsi un tissu épithélial res-
piratoire. La mesure du courant de court-circuit, grace
aux chambres de Ussing, permet d’évaluer le courant
ionique a travers ce tapis cellulaire, représentatif de la
fonction du canal CFTR, et de son éventuelle améliora-
tion apres traitement. Récemment, notre laboratoire
a montré la corrélation entre ces mesures réalisées in
vitro et I’amélioration de la fonction respiratoire des
patients aprés traitement. Ces tests ex vivo ont permis
de révéler une réponse au traitement par I’association
ELX/TEZ/IVA dans des cellules primaires portant des
mutations qui n’étaient pas incluses dans I'indication,
comme la mutation de classe Il N1303K, non testée en
essai clinique bien que relativement fréquente (plus
de 1 % des patients) [58]. Les résultats de ces travaux
ont permis d’engager, en France, un vaste programme
d’accés compassionnel laissant envisager une extension
de I'indication a d’autres mutations. Ils ouvrent la voie
a une évaluation reposant sur des essais ex vivo person-
nalisés, dans le cadre d’une médecine de précision, et
non plus uniquement sur des résultats d’essais cliniques.

La nécessité de nouveaux biomarqueurs pédiatriques
La disponibilité des modulateurs de CFTR est relative-
ment récente. |l n’existe donc que peu d’études sur leurs
effets a long terme, que ce soit en termes de bénéfice
clinique, de toxicité chronique ou de résistance au
traitement. €n France, tous les patients ayant com-
mencé un traitement par des modulateurs de CFTR sont
inclus dans une étude de cohorte suivie en « vraie vie ».
Uobjectif de cette étude est d’évaluer et de consigner
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tous les effets, positifs ou indésirables, de ces traitements, et d’en
surveiller la tolérance. Malgré les bénéfices cliniques et les espoirs
sans précédent suscités par ces thérapies, elles ne permettent pas de
guérir la maladie ; nous n"avons que peu de recul sur ces traitements
advie,'% et leurs mécanismes d’action ne sont pas encore tous élucidés.
Des effets secondaires ont été observés. Les plus préoccupants
concernent la fonction hépatique et la santé mentale des patients,
mais ils restent trés peu documentés [59]. Le traitement par modu-
lateurs semble corrélé a une augmentation, généralement faible mais
persistante, des taux sanguins de transaminases pouvant mener dans
de rares cas a une hépatotoxicité, mais dont les conséquences a long
terme ne sont pas connues [60]. Des témoignages sur les répercus-
sions psychologiques (anxiété, insomnie), chez les adultes, mais aussi
chez les enfants, abondent sur les réseaux sociaux, suggérant des
effets de ces molécules sur le psychisme. Méme si la qualité de vie des
patients traités s’est considérablement améliorée, le traitement de
Iinsuffisance pancréatique, des infections pulmonaires, et parfois la
kinésithérapie respiratoire restent nécessaires [61]. Un suivi clinique
rapproché, multidisciplinaire et personnalisé est donc essentiel, dés le
plus jeune dge. Cependant, les critéres de suivi clinique traditionnels,
reposant sur I’évaluation de la fonction respiratoire et I’analyse des
sécrétions bronchiques, sont peu fiables chez les enfants, qui peuvent
avoir des difficultés a réaliser les tests fonctionnels et a cracher le
mucus. Des alternatives, parfois contraignantes, adaptées aux enfants
ont néanmoins été mises en place. L'imagerie par tomodensitométrie
a trés faible dose ou I'imagerie par résonance magnétique sont des
techniques prometteuses pour I’évaluation des voies respiratoires pro-
fondes et de la structure pulmonaire, notamment chez les trés jeunes
enfants. La tomodensitométrie, désormais quantitative grace a I’intel-
ligence artificielle, peut étre corrélée a I’efficacité d’un traitement
par modulateurs de CFTR [62], et pourrait servir de critére d’efficacité
clinique, en particulier chez les patients asymptomatiques.

De nouvelles approches globales se sont également développées. Les
analyses cartographiques, rassemblées sous le terme de méthodes
omiques, visent a fournir une description exhaustive et individualisée
d’un systéme biologique. La volatolomique s’intéresse aux métabolites
volatils, ou composés organiques volatils (COV), éliminés dans Iair
exhalé. lls sont intimement liés au fonctionnement des poumons, mais
peuvent également étre produits par d’autres organes et diffuser a
travers la membrane alvéolo-capillaire. Il peut s’agir de métabolites
terminaux, résultant de processus inflammatoires, oxydants, ou de la
dégradation d’autres métabolites [63]. La composition de I'air expiré
est ainsi modifiée par les altérations moléculaires ou cellulaires asso-
ciées au vieillissement, aux maladies, aux interventions pharmacolo-
giques ou environnementales, et constitue une signature biologique
unique de chaque individu. Le grand avantage de 'air exhalé est d’étre
aisément accessible et simple a collecter de fagon non invasive, méme
chez les sujets tres jeunes ou sédatés. La spectrométrie de masse,
associée aux nouveaux outils d’intelligence artificielle, accélere
I’identification de biomarqueurs et la mise au point de méthodes

19 Mise sur le marché américain en 2012 pour IVA, et en 2019 pour I’association ELX/TEZ/IVA.
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de diagnostic précoce non invasives. De tels biomar-
queurs, corrélés aux critéres cliniques ou a la réponse
thérapeutique, pourraient contribuer a une meilleure
compréhension des processus métaboliques induits par
des agents comme les modulateurs de CFTR. La maitrise
de ces mécanismes est un enjeu essentiel pour opti-
miser, personnaliser et étendre la prescription de ces
traitements, gérer les éventuels effets indésirables et
poursuivre le développement de nouvelles molécules.

Parentalité, grossesse, éthique

Depuis I'introduction de ELX/TEZ/IVA, le nombre de
grossesses — planifiées ou non — a plus que doublé
chez les femmes atteintes de mucoviscidose, que ce
soit en France, au Royaume Uni ou aux états—Unis,
des chiffres qui s’expliquent par la meilleure santé
des patientes. L'incidence du traitement sur le feetus
durant la grossesse s’est donc posée. Si le principe de
précaution s’appliquait jusqu’a présent, les premieres
données collectées en « vraie vie » semblent indiquer
que la poursuite du traitement est bénéfique pour la
mere [64]. La possibilité de traiter un feetus atteint de
mucoviscidose in utero pourrait transformer son pro-
nostic & la naissance [65]. Dans le modéle du furet, le
traitement par IVA in utero et sa poursuite postnatale
améliore la croissance et la survie, conserve les fonc-
tions exocrines et endocrines du pancréas, préserve les
canaux déférents, et surtout, prévient "accumulation
de mucus et I"infection des poumons. Son interruption
en cours de croissance déclenche en revanche 'appa-
rition des symptomes de la mucoviscidose dans de
multiples organes [66].

Une alternative a I’interruption volontaire de gros-
sesse @ "occasion d’un diagnostic anténatal de muco-
viscidose serait donc envisageable. Néanmoins, les
conséquences chroniques de ces traitements posent
question [67], et la prudence s’impose. Des anoma-
lies de développement pulmonaire ont été observées
chez ’animal [68], et des effets indésirables de type
hémorragie pulmonaire et hypertension intracrdnienne
ont été signalés chez des nouveau-nés [69]. Des cas de
cataracte précoce ont également été rapportés chez les
enfants exposés treés jeunes aux modulateurs de CFTR
[70, 711, et les risques psychiatriques, bien que rares,
sont encore trop peu documentés [72].

Conclusion

La récente classe thérapeutique des caftors! marque
une révolution dans le traitement des patients souf-

' Nom donné aux modulateurs du canal CFTR.



frant de mucoviscidose. Ces agents, considérés comme de véritables
« game-changers », transforment la maniére dont les soins sont
prodigués, révélant les synergies entre les laboratoires académiques,
I"industrie pharmaceutique, les associations de patients et les auto-
rités sanitaires. Au fil du temps, la mucoviscidose est devenue un
modele d’harmonisation entre recherche et avancées cliniques. Les
progres en physiopathologie et biologie cellulaire ont contribué aux
améliorations significatives du soin et de la survie des patients. ’évo-
lution de I’épidémiologie de la mucoviscidose engendre de nouveaux
défis, susceptibles d’exiger des approches différentes en matiere de
prestation de soins de santé. ¢

SUMMARY

Therapeutics in cystic fibrosis : Clinical revolution and new
challenges

Over time, cystic fibrosis has become a model of synergy between
research in pathophysiology and cell biology, and clinical advances.
Therapies targeting the CFTR protein, in particular CFTR modulators,
have transformed the prognosis of patients, bringing the hope of a
normal life with the possibility of starting a family and growing old,
challenging established statistics. However, patients are not yet cured,
and side effects remain insufficiently documented. Epidemiological
changes create new challenges for the management of cystic fibrosis.
Approximately 10 % of patients still lack a therapeutic option. The
community of researchers, pharmaceutical industries, patient asso-
ciations, and health authorities remains committed to monitor the
long-term effects of these still poorly characterised treatments, and
to explore new pharmacological approaches, such as gene therapies. ¢
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