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> La perte de 'audition et/oudelafonction d’équi-
libration estun probleme de santé publique majeur.
La surdité touche des millions de personnes dans le
monde. Leur prise en charge actuelle repose sur
une réhabilitation prothétique sans réelle thérapie
curative. Apres deux décennies de recherches qui
ont permis de progresser dans la physiopathologie
de différentes formes génétiques de surdité, des
avancées majeures ont été obtenues grace a des
études précliniques utilisant la thérapie génique
virale chez I"animal. Ce succes, largement di a
I’amélioration des vecteurs de transfert, pourrait a
terme révolutionner la prise en charge de certains
malentendants. Nos progres dans la compréhen-
sion des mécanismes cellulaires et moléculaires
impliqués dans le fonctionnement de [oreille
interne ont contribué a ouvrir la voie a cette
recherche a visée thérapeutique, qui consiste le
plus souvent a remplacer localement les genes
endogénes altérés. Le but de cet article est de
résumer les progrés récents de la thérapie génique
dans la restauration des fonctions cochléaire et
vestibulaire dans des modeles murins du syndrome
d’Usher, principale cause génétique de surdité
associée a une cécité. Nous nous concentrerons
sur les approches thérapeutiques présentant le
plus fort potentiel d’application clinique. <

La surdité, parfois associée a des troubles de Iéquilibre,
est le déficit sensoriel le plus fréquent chez I"homme.
Il peut s’agir d’une surdité de transmission due a une
atteinte de Ioreille externe ou moyenne, ou d’une surdité
de perception (ou surdité neurosensorielle) due & un dys-
fonctionnement de Ioreille interne ou des voies auditives
centrales. U'atteinte de la cochlée, organe sensoriel de
I’audition, et plus particulierement des cellules senso-
rielles auditives, représente la cause la plus fréquente de
surdité d’origine génétique, et on estime qu’environ 80 %
des cas de surdité congénitale sont d’origine génétique.
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A ce jour, une centaine de génes ont été identifiés comme responsables
de surdité isolée, et plusieurs centaines ont été impliqués dans les sur-
dités syndromiques (i.e., ol la surdité est associée a d’autres anomalies
en dehors du systeme auditif). Cependant, de nombreux genes impliqués
dans des formes rares de surdité restent & identifier. Aucun traitement
curatif des surdités neurosensorielles d’origine génétique n’existe a ce
jour, soulignant ainsi le potentiel d’'une approche de thérapie génique dans
ce domaine.

La thérapie génique consiste a introduire, a I’aide d’un vecteur, un gene
correctif dans des cellules d’un patient ou a modifier directement le
génome de ces cellules dans un but thérapeutique. Grace a une meilleure
connaissance de la génétique humaine et a la découverte de nouveaux
vecteurs de transfert de genes, une thérapie génique curative est désor-
mais sérieusement envisageable pour diverses maladies. Plusieurs essais
cliniques de thérapie génique sont actuellement en cours chez ’lhomme
pour le traitement de maladies cardiovasculaires, métaboliques, neu-
rodégénératives, ou cancéreuses’, mais un seul essai de phase /1l a été
entrepris pour le traitement des surdités neurosensorielles acquises.
U'approche de thérapie génique des surdités la plus activement étudiée est
celle qui vise a remplacer le géne défectueux ou @ augmenter son expression
afin de rétablir un fonctionnement cochléaire et/ou vestibulaire normal.

Les voies possibles d’administration

La présence d’une barriére hémato-cochléaire (barriére hémato-péri-
lymphatique) empéche la diffusion de nombreux agents thérapeu-

! http://hereditaryhearingloss.org/.
% http://www.abedia.com/wiley/.
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tiques ou molécules vers les cellules cibles de I'oreille interne, avec
pour conséquence une réduction de 'effet thérapeutique d’une admi-
nistration de type systémique. Une thérapie locale intra-cochléaire
serait ainsi plus efficace. L'oreille interne est facilement accessible.
Elle constitue un compartiment liquidien isolé du reste de I’organisme,
ce qui limite la diffusion systémique des agents thérapeutiques et, par
conséquent, leurs effets secondaires potentiels.

Les voies de transfert d’agents thérapeutiques dans I'oreille interne
peuvent étre divisées en trois catégories principales résumées sché-
matiquement dans la Figure I.

LUapproche périlymphatique peut étre réalisée soit par diffusion,
soit par injection directe a travers la membrane de la fenétre ronde.
Dans le premier cas, I’agent thérapeutique est déposé dans Ioreille
moyenne apres une injection trans-tympanique. Il diffuse ensuite de
fagon passive a travers la membrane de la fenétre ronde. Dans le deu-
xiéme cas, 'agent thérapeutique est directement injecté dans 'oreille
interne, aprés un abord chirurgical de Poreille moyenne [1-3]. Il dif-
fuse alors dans I"espace périlymphatique, au-dela du site d’injection.
La deuxieme voie de transfert possible est I"approche endolympha-
tique. Elle permet d’atteindre directement le compartiment abritant
I’organe de Corti, I’organe sensoriel de I"audition, soit par injection
dans le sac endolymphatique, soit par cochléostomie [4], c’est-a-dire
directement dans le canal cochléaire.

Uinjection a travers un canal semi-circulaire (canalostomie) permet
une approche a la fois périlymphatique et endolymphatique [5].
U'association de deux approches est également envisageable, notam-
ment la combinaison d’une canalostomie et d’une injection a travers
la membrane de la fenétre ronde [6].

Les vecteurs de transfert

€n thérapie génique, le transfert du matériel génétique nécessite un
vecteur qui cible les cellules d’intérét. Uefficacité de plusieurs vecteurs
de transfert a été testée dans Ioreille interne. Les vecteurs non viraux,
comme les nanoparticules (liposomes), sont facilement manipulables. Ils
présentent I"avantage de protéger et de libérer de fagon controlée I’agent
thérapeutique, mais ces vecteurs ne permettent qu’une expression transi-
toire du géne thérapeutique. lls ne peuvent a eux seuls cibler spécifique-
ment certaines cellules de Poreille interne [7]. Bien que des études in vitro
et in vivo aient montré I'utilité de ces nanoparticules comme vecteur de
transfert de genes, seul un nombre relativement faible d’essais cliniques
de thérapie génique les utilisant sont en cours de développement [8].

Le nombre d’essais cliniques dans lesquels des vecteurs viraux ont
été utilisés comme moyen de transfert de genes () voir la Synthese
de H. Khabou et D.
Dalkara, m/s n° 5,
mai 2015, page 529

in vivo ne cesse d’augmenter depuis les quinze
derniéres années® [17] (=).

Les vecteurs viraux utilisés en thérapie génique sont
des virus dont les séquences de réplication et de virulence ont été rempla-
cées par le gene d’intérét. Ils ont "avantage d’infecter efficacement aussi
bien les cellules mitotiques que post-mitotiques, et leur capside confere

¥ https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=viral+vector€term=8cntry=&state=&city=&dist=

m/s n® 10, vol. 34, octobre 2018

au matériel génétique qu’ils hébergent une protection, ce
qui permet d’augmenter I'efficacité du transfert de I'agent
thérapeutique. Différents vecteurs viraux ont été testés
dans l'oreille interne, notamment les lentivirus, les adé-
novirus, et les virus adéno-associés (AAV) [9]. Malgré une
capacité de transfert limitée aux transgenes thérapeu-
tiques qui ne dépassent guere la taille de 4,5 kilobases, les
AAV semblent étre les vecteurs viraux les plus prometteurs
pour une telle thérapie. Les AAV sont en effet caractérisés
par une grande stabilité. Ils sont capables de résister a
de larges variations de température et de pH, avec peu
ou pas de perte d’activité. Ils présentent également un
large tropisme pour de nombreux types de cellules et de
tissus, faisant d’eux des outils idéaux pour la plupart des
applications, y compris la thérapie génique des surdités.
D’autres caractéristiques ont contribué a encourager uti-
lisation des AAV, en particulier la découverte de nouveaux
sérotypes dont la spécificité cellulaire permet d’améliorer
grandement efficacité de la thérapie [9]. La diversité des
sérotypes d’AAV permet ainsi d’élargir le champ de cellules
a cibler selon la maladie a traiter. Un effort d’ingénierie
a d’ores et déja conduit a une amélioration significative
de Iefficacité de transduction des AAV, soit en utilisant
des promoteurs spécifiques des cellules ciblées, soit en
modifiant génétiquement la capside virale, soit en ajou-
tant des séquences régulatrices, comme la séquence WPRE
(woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory
element), qui permettent une meilleure stabilisation des
transcrits [10]. Ces recherches ont récemment abouti @ la
production d’une nouvelle génération d’AAV synthétiques,
comme I’Anc80L65 [11], vecteur ayant montré des taux de
transduction des cellules ciliées de I’oreille interne inéga-
lés a ce jour [12].

Thérapie génique du syndrome d’Usher

Le syndrome d’Usher (USH) représente la principale
cause génétique de surdité associée a une cécité dans le
monde, avec une incidence estimée a 1/6 000 naissances
[13]. Il en existe trois types cliniques (USH1, USH2 et
USH3) classés selon la sévérité et la précocité de Iat-
teinte auditive, la présence ou Non (=) Voir la Synthése
de A. €l-Amraoui
etal., m/s, n° 8-9,
aoiit-septembre 2005,

d’une atteinte de I’équilibration,
et I"age d’apparition de I'atteinte

rétinienne [18] (=9). page 737

“ Dans le type 1 (environ 40 % des cas), la surdité est congénitale, profonde, non
évolutive, et associée dans la forme typique a une atteinte de la fonction d’équili-
bration se manifestant par le retard de certaines acquisitions posturales (tenue de
téte, station assise et marche) ; dans le type 2 (environ 60 % des cas), la surdité est
prélinguale, moyenne a sévére, lentement évolutive, et sans troubles vestibulaires
associés; dans le type 3 (moins de 3 % des cas), la surdité est rapidement évolutive et
associée, dans la moitié des cas, a des troubles vestibulaires. La rétinite pigmentaire
est généralement diagnostiquée apres la surdite.
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Figure 1. A. Représentation schématique de

Poreille interne (cochlée et vestibule) et des

B Rampe vestibulaire
(périlymphe)

Rampe tympanique

(périlymphe)
/

Nerf cochléaire

Canal
cochléaire
(endolymphe)

Organe de Corti

différentes voies d’injection : cochléostomie,
fenétre ronde, sac endolymphatique et cana-
lostomie. B. Coupe transversale de la cochlée,
ol on distingue les rampes vestibulaire et
tympanique contenant la périlymphe (bleu) ;
le canal cochléaire rempli d’endolymphe (vert)
et ol se loge I'organe de Corti (rouge). C. Fort
grossissement du canal cochléaire montrant
I’organe de Corti entre les membranes tectoriale

(en haut) et basilaire (en bas), et contenant les

cellules sensorielles auditives : cellules ciliées

Harmonine

Myosine Vlla

internes (CCI) et cellules ciliées externes (CCE).
D. Image obtenue au microscope électronique a
balayage montrant I'organisation de la touffe

ciliaire des CCl encadrée dans (C). €. lllustra-

tion schématique des composants moléculaires
du lien apical encadré en (D). F. Images obte-
nues en microscopie confocale d’un organe de
Corti doublement marqué pour la myosine VI

(en rouge) et pour la green fluorescent protein

(GFP, en vert) apres injection intra-cochléaire

= Icts

=

- CCl
Anc80L65

Actuellement, 10 geénes responsables ont été identifiés (Tableau | et
Figure 1) et les récentes avancées réalisées dans le cadre de la théra-
pie génique permettent désormais d’envisager la possibilité de déve-
lopper un traitement curatif de ce syndrome [2, 3, 14].

Des modéles murins des différentes formes génétiques de ce syndrome
ont été produits, et des essais de thérapie génique in vivo dans cer-
tains de ces modéles ont montré des résultats encourageants pour
le développement d’un traitement de la surdité et des troubles de
I’équilibration. Une de ces études concerne le syndrome d’Usher de
type 2D (USH2D), caractérisé par une surdité progressive moyenne
a sévere sans déficit vestibulaire. Il est lié a des mutations du gene
WHRN codant la protéine whirline [14]. Les souris dont le géne Whrn a
été invalidé (souris Whrn™~), considérées comme un modéle du syn-

m/s n® 10, vol. 34, octobre 2018

d’un vecteur viral AAV recombinant permet-
tant I'expression de la GFP (géne rapporteur)
dans les cellules transduites. Les encarts sont
des forts grossissements montrant le profil de
transduction des cellules sensorielles auditives
par "AAVS, ’AAVY et ’Anc80L65.

drome d’USH2D, présentent a la fois une
surdité profonde et une atteinte vestibu-
laire sévére contrairement aux patients. Ce
modele présente donc des caractéristiques
différentes de ce qui est observé chez
I’homme. Néanmoins, cette étude a per-
mis de montrer que I"administration néo-
natale par canalostomie de I’ADN codant
la whirline chez ces souris restaure completement la
fonction vestibulaire mais seulement partiellement
I"audition. Cette différence d’efficacité pourrait s’ex-
pliquer par un faible taux de transduction des cellules
sensorielles auditives [14].
Le syndrome d’Usher de type 1G (USH1G) est lié¢ a des
mutations dans le gene SANS, codant la protéine du
méme nom (Sans, scaffold ankyrin and sterile alpha
motif-containing protein) [15]. Cette forme clinique est
I'une des plus séveres du syndrome d’Usher. Les patients
USH1G naissent avec une surdité profonde associée a des
troubles séveres de I’équilibration qui sont suivis d’une
atteinte rétinienne progressive évoluant vers la cécité.
Cette perte visuelle entrave la lecture labiale et limite
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Figure 2. Le transfert viral de ’ADNc codant la protéine Sans restaure la structure et la fonction des cellules sensorielles de ’oreille interne.

Images obtenues au microscope électronique a balayage montrant I’organisation de la touffe ciliaire des cellules ciliées externes cochléaires ()

et des cellules ciliées vestibulaires (B) d’une souris sauvage comparée a celle d’une souris Ushlg”" non traitée et d’une souris Ushlg™" traitée.

C. Histogramme des potentiels évoqués auditifs des souris sauvages non injectées, sauvages injectées, Ushlg™”" non injectées, et Ushlg™" injec-

tées, montrant une amélioration significative des seuils auditifs sur toutes les fréquences testées. D. Suivi vidéo des souris sauvages, sauvages

injectées, Ushlg™ non injectées, et Ushlg™" injectées, montrant le rétablissement d’un comportement normal chez les souris Ushlg™~ injectées,

similaire & celui des souris sauvages. Les souris Ushlg”~ présentent quant & elles un comportement de rotation permanente (circling behavior) dii

a I'atteinte vestibulaire.

la compensation des troubles vestibulaires, aggravant ainsi le handicap
de ces patients. Comme chez I’homme, les souris invalidées pour le géne
SANS (souris Ushlg™~) présentent une surdité profonde et un déficit ves-
tibulaire [15]. Ces anomalies sont dues & la dégénérescence précoce de
la touffe ciliaire des cellules sensorielles cochléaires et vestibulaires. Le
transfert viral de ’ADNc (ADN complémentaire) codant la protéine Sans
aux cellules sensorielles de I'oreille interne a travers la fenétre ronde
chez des souris Ushlg™~ a la naissance restaure la structure des cellules
sensorielles auditives et vestibulaires et rétablit durablement la fonction
d’équilibration de ces souris, alors qu’il ”"améliore que partiellement leurs
seuils auditifs (Figure 2). La différence de récupération des fonctions
cochléaire et vestibulaire constatée est probablement due a un taux de
transduction des cellules cochléaires plus faible que celui des cellules
vestibulaires. Un résultat important de cette étude est la démonstration
que la fenétre temporelle pour un traitement efficace de cette forme de
surdité est plus large que ce que Ion présupposait, puisque les souris
mutantes ont déja a la naissance de séveres anomalies structurales des
cellules sensorielles de I'oreille interne que la thérapie génique a permis
de corriger. Ces résultats ouvrent ainsi de nouvelles perspectives pour
une thérapie génique des troubles cochléaires et vestibulaires liés a une
anomalie de la morphogéneése de "appareil de transduction mécano-
électrique des cellules sensorielles, i.e. leur touffe ciliaire.

m/s n® 10, vol. 34, octobre 2018

Un modéle murin du syndrome d’Usher de type USHIC a
récemment fait Iobjet d’une étude de thérapie génique
dans un but curatif. Le syndrome de type USHIC est
di a des mutations du géne codant I’harmonine, une
protéine essentielle a la cohésion

de la touffe ciliaire des cellules () Voir la Nouvelle

de N. Grillet, m/s
n° 11, novembre 2009,
page 903

sensorielles auditives et vestibu-
laires au cours du développement
[19] (=9).

Comme Sans, I"harmonine fait partie intégrante de la
machinerie de transduction mécano-électrique. Les
souris modeles d’USHIC sont caractérisées comme
chez ’lhomme par une surdité profonde et une atteinte
sévere de I’équilibration. Linjection intra-cochléaire
d’un nouvel AAV synthétique, Anc80L65, comme vecteur
de transfert du gene de I’harmonine restaure I’expres-
sion et la localisation subcellulaire de la protéine et
rétablit 'audition et I"équilibration @ un niveau quasi
normal [3]. Nul doute que ce résultat trés prometteur
contribuera a accélérer la recherche translationnelle en
thérapie génique dans le domaine de la surdité associée
ou non a des troubles de I’équilibration.



Les défis des futures applications cliniques

Malgré de nombreux revers durant les dernieres décennies, la thérapie
génique reste un domaine en constante évolution. Les résultats obte-
nus au cours de ces dix dernieres années permettent d’envisager, dans
un futur plus ou moins proche, une application de la thérapie génique
pour le traitement curatif de certaines formes de surdité chez "homme.
Bien que la thérapie génique virale apparaisse prometteuse, certaines
étapes préalables a son utilisation clinique restent a franchir. Il s’agit
notamment de la validation des résultats obtenus dans les modéles
murins sur un modele animal plus proche de ’homme, de la maitrise de
voies d’injection non déléteres pour le fonctionnement de la cochlée, et
du choix du vecteur de transfert. Il est en effet nécessaire de dévelop-
per des vecteurs qui soient plus efficaces pour la transduction et des
promoteurs spécifiques des cellules cibles afin d’obtenir de meilleurs
taux d’expression protéique et ainsi un effet thérapeutique optimal.
L’Anc80L65, vecteur AAV de nouvelle génération, semble tres promet-
teur pour la thérapie génique des surdités, mais contrairement aux AAV
conventionnels son innocuité reste a évaluer. Concernant les nanoparti-
cules, des améliorations sont également nécessaires afin d’augmenter
leur stabilité et accroitre leur efficacité de transfection.

Les rongeurs en général, et la souris en particulier, restent des modeles
incontournables en recherche translationnelle. Mais de tels modéles sont
loin d’étre parfaits : la taille et le développement de oreille interne
ainsi que la fonction de certains genes différent entre les rongeurs et
’lhomme. Contrairement a ’homme, les rongeurs présentent un systéme
auditif dont la maturation est tardive, et ces animaux naissent sans
oute (I'audition napparaft qu’a environ 12 jours de vie chez la souris). Le
développement d’'un modéle animal alternatif mimant plus fidelement la
maladie humaine est donc essentiel pour valider Iefficacité des traite-
ments potentiels des surdités génétiques chez ’lhomme et s’assurer de
leur tolérance a long terme.

Il est également primordial d’adopter une approche chirurgicale faci-
lement transposable a I’homme. La canalostomie ou I’abord du sac
endolymphatique nécessitent une chirurgie invasive et potentiellement
a risque pour la préservation de I'intégrité des structures de Ioreille
interne humaine. €n revanche, une injection a travers la fenétre ronde
ou la fenétre ovale cochléaires semble étre plus appropriée [16]. Uabord
chirurgical correspondant, de moins en moins invasif, est déja pratiqué
en routine par les otorhinolaryngologistes pour le traitement de I'otos-
pongiose ou la pose d’un implant cochléaire.

Enfin, au-dela de la démonstration expérimentale de I’efficacité de
la thérapie génique, de sa sécurité, et de la durée de son effet curatif
potentiel, d’autres obstacles incluant un cadre réglementaire strict,
la difficulté du recrutement de patients volontaires, et des questions
éthiques devront étre surmontés avant d’entreprendre des essais cli-
niques. ¢

SUMMARY

Gene therapy progress: hopes for Usher syndrome

Hearing and balance impairment are major concerns and a serious
public health burden, as it affects millions of people worldwide, but

m/s n® 10, vol. 34, octobre 2018

still lacks an effective curative therapy. Recent break-
throughs in preclinical and clinical studies using viral
gene therapy suggest that such an approach might
succeed in curing many genetic diseases. Our actual
understanding and the comprehensive analysis of the
molecular bases of genetic deafness forms have provi-
ded the multiple bridges toward gene therapy to correct,
replace, or modify the expression of defective endoge-
nous genes involved in deafness. The aim of this review
article is to summarize the recent advances in the resto-
ration of cochlear and vestibular functions by local gene
therapy in mouse models of Usher syndrome, the leading
genetic cause of deafness associated with blindness in
the world. We focus herein on therapeutic approaches
with the highest potential for clinical application. ¢
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