Medecine regenérative et
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Laboratoire de Neurobiologie
Ecole Vétérinaire d'Alfort, Maisons-Alfort, France

Biotherapies et Myopathies Canines

Myopathie dystrophique .
du Golden Retriever (GRMD) Myopathie de Duchenne

—

‘guerir le chien pour guérir ’homme’




Myopathie de Duchenne

La maladie:
*Maladie génétique liée a I’X = déficit en dystrophine
*Myopathie tres invalidante: espérance de vie 25 ans

*1 garcon sur 3500

Mécanisme:
*Cycles de necroses/régéneration

*Sénilité prématurée des cellules précurseurs
musculaires

*Réparation imparfaite : fibrose, métaplasie adipeuse
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Histologie et iImmunohistologie
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Myopathie dystrophique du Golden
Retriever (GRMD)




Objectifs des biothérapies pour DMD

- Cibler le muscle squelettique, le coeur et le diaphragme
- Passage aux cellules, muscle, membres, corps entier

- Age d'administration (prévenir, arréter, récupérer)

- Degré important de correction (20-25% myofibers)

- Eviter la réponse immune

Faisabilité
Biosécurité
Toxicité

Relevance clinique
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mesoangioblastes en therapie

cellulaire
Objectif
Evaluer la capacité des MABs canins a stopper ou
faire régresser |'évolution de la dystrophie
musculaire chez des jeunes GRMD, par injection
intra-artérielle de cellules saines ou malades
génétiquement modifiées.

Mesoangioblast stem cells ameliorate
muscle function in dystrophic dogs

Nature, Vol 444, Nov 2006

L’origine des MABs canins

Group A : Greffe allogéne de cellules saines (n=6)

Golden Retrievers sains
daés de 2 semaines

Mise en culture

Biopsie du biceps fémoral MABs
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FACS = CD44+/13*/45" GRMD . 3-5 mois

~ 50 millions MABs, 5x IA injections (femoral/subclavian arteries)

Group B : Greffe autologue de MABs modifiés génétiquement (n=4)

Mise en culture

GRMD dgé de 2 Biopsie du biceps fémoral ~ MABs lentiviral vector
semaines

FACS = CD44+/13*/45- GRMD . 3-5 mois




Protocole d’administration
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5 Injections (1 fois par mois) 5 Injections (1 fois par mois)

¢

Artére fémorale, n=8 Artéres fémorale + sub-clavian , n=2

MABS, histologie et etude fonctionnelle

Biopsies et force musculaire 1 mois

apreés la derniére injection
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Muscle TC, greffe allogéne, dystrophine (




Evaluation histologique

Hétérologue
‘Valgus'

Autologue
‘Vampire'

Modified Azan Mallory staining of TA

Resultats histologiqgues et immunohistologiq
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MABs, analyse immunohistologic
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MABs, analyse
Immunohistologique

Utilisation d'un Ac spécifique pour distinguer la
dystrophine compléte de la dystrophine révertante
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MABSs, évaluation fonctionnelle :
force sur fibre isolée

Analyse de force des fibres de type II

8

T
n=106/148
(2 wt dogs)

Po/CSA: 54,61 42,12 31,91

GRMD
n=71/199 Valgus, TA droit

(Valgus, Varus)

From Roberto Botinelli, Guiseppe D'Antona

MABs, évaluation fonctionnelle

by Paolo Mognol




MABSs, évaluation fonctionnelle

*p <0,05 n=3

Heterologous cells
Autologous cells
Heterologous cells

Heterologous cells

TA absolute tetanic force/dog weight

untreated treated

Incrément de la force musculaire du
compartiment du tibial cranial du
membre injecté versus non injecté.

From 'Mesoangioblast stem cells ameliorate muscle function in dystrophic dogs'. Nature 2006.

Azur (allogeneic transplantation) 10 mo of age (inset 4.5 mo, before treatment)

Mesoangioblast stem cells ameliorate muscle function in dystrophic dogs. Nat. 2006.




L’utilisation des mesoangioblastes

en thérapie cellulaire
- Avantages
Obtention et administration facile
Innocuité

Migration des cellules dans le site d'injection mais
aussi dans d'autres muscles

Efficacité et fonctionnalité
* Limites
- Variabilité inter-individuelle dans les résultats obtenus

- Nécessité d'une immunosuppression (sauf greffes
autologues)

- Migration dans d'autres organes que le muscle :
innocuité a long terme ?

L’utilisation des mesoangioblastes
dans la therapie cellulaire

Perspectives

- Augmenter le nombre de
cellules injectées et le
hombre de sites d'injections

Potentialiser la migration
des cellules dans le muscle.
Outil scintigraphie.

S'affranchir d'une
immunosuppression en
utilisant des MABs
autologues corrigés ex vivo
par saut d'exon
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