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]' 2023 Mucoviscidose :

nouvelles thérapies ciblées & explorations biologiques

1. Dr SEMERARO : Mucoviscidose — Nouvelles thérapies ciblées

2. Dr NGUYEN KHOA : Le test de la sueur : diagnostic et suivi des thérapies

3. Dr NGUYEN-KHOA & KELLY-AUBERT : tests fonctionnels épithéliaux de CFTR
pour préciser le diagnostic et dans le choix des thérapies protéiques

4. Dr NGUYEN-KHOA : Conclusions



x
-
%

BASES MOLECULAIRES DE LA -

o
%

) 2023 2 5]
MUCOVISCIDOSE . 5. S&)

s

La mucoviscidose (MV) est causée par des mutations du geéne régulateur de la
conductance transmembranaire (CFTR) (locus : 7931.2) qui code une protéine exprimée
dans la membrane apicale des cellules épithéliales exocrines

Chromosome 7
r — Tp22.3

L — Tpii2
— Tgii2z n
Le CFTR controle le
mouvement des ions chlorures
q a l'intérieur et a l'extérieur de
— CFTR

la cellule

To3i.2

L — TqlB.23




CARACTERISTIQUES CLINIQUES

Classic and Nonclassic Cystic Fibrosis

Nonclassic cystic fibrosis
{some functional CFTR protein,
providing survival advantage)

Classic cystic fibrosis
(no functional CFTR protein)

Chronic sinusitis e e Chronic sinusitis
Severe chronic bacterial Chronic bacterial
infection of airways infection of airways
\M\_ / (later onset, but variable)
Severe hepatobiliary o o

disease (5-10% of cases)

Adequate pancreatic
_— exocrine function (usually);
pancreatitis (5-20% of cases)

Pancreatic exocrine —_
insufficiency

Meconium ileus at birth

(15-20% of cases) — .

——— ] y
Sweat chloride value B Sweat chloride value usually
usually 90-110 mmol/liter; 60-90 mmol/liter; sometimes
sometimes 60-90 mmol/liter normal (<30 mmol/liter)

Obstructive azoospermia Obstructive azoospermia




GENOTYPE ET PHENOTYPE :

VARIATIONS CLINIQUES

F CFTR gene vanants - 2,075

2 075 variants du géne CFTR :
mutations faux-sens (38,9 %) ; décalage de cadre (16,1 %) ;
splicing (11,1 %) ; non-sens mutations, (8,4 %) ;
inframe (2,1 %) et large délétions ou insertions (2,8 %) ;
mutations du promoteur (0,9 %) et variants non pathogénes (13,0 %)
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KEY
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Bl Mssense [l Framesht Bl Splicing
B3 Nonsense [l In frame inkdel B Lage nidddl ‘ A 'ﬁ = CFTR PROTEIN
Bl Promoter [J Sequence vaniation 23 Unknown e
- o pefect2: @ = CHLORIDE ION
3 - 9 CFTR proteins don't open
correctly if they do reach
Defect &: = S 3 _ 9 the cell surface. By - CELL SURFACE
Fewer CFTR proteins get : A
to the cell surface, where o) %
they are normally located. ; = CELL INTERIOR
y J J

Daniel H. Tewkesbury, Rebecca C. Robey, Peter J. Barry
Breathe 2021 17: 210112; DOI: 10.1183/20734735.0112-2021
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Médicaments modulateurs CFTR : molécules
« chaperonnes » capables de guider la protéine
jusqu’a son insertion dans la membrane (effet
correcteur) ou de l'activer (effet potentiateur)

*  Thérapie de réparation d'ARNm : réparer I'ARNm du
CFTR pour générer un transcrit WT-CFTR

*  Translecture des codons (codon de terminaison
prématurée): molécules visant a corriger I'apparition
des codons stop

. Thérapie génigue

De#aut I!?!' Potentiation
fonctionnel
—
—— ey
Défaut de @9 Correcti
)= orrection

« routage »

Défaut de
synthése

. ,/1». . J Translecture

4 \ Edition d’ARN

% Edition de Géne

https://www.abcf2.com/therapeutiques-innovantes
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OPTIONS DE TRAITEMENT

Médicaments modulateurs CFTR molécules
« chaperonnes » capables de guider la protéine
jusgu’a son insertion dans la membrane (effet
correcteur) ou de l'activer (effet potentiateur).

Thérapie de réparation d'ARNm : réparer I'ARNm du
CFTR pour générer un transcrit WT-CFTR (Trials
ongoing)

Translecture des codons (codon de terminaison
prématurée): molécules visant a corriger
I'apparition des codons stop. (CRISPR, BE)

Thérapie génique (pas d’essai concluant pour le
moment; pb inflammation)

Mutations de CFTR et stratégies thérapeutiques

Défaut ?
fonctionnel !

Potentiation

Défaut de @9

« routage »

Correction

Defaut de

; S X
synthese *.;% )

Translecture

Editiond’ARN

Edition de Géne

https://www.abcf2.com/therapeutiques-innovantes



DE LA DECOUVERTE DE LA
MUCOVISCIDOSE AU TRAITEMENT

aftor first
licensad for use

Ll >6 mois >4 mois
First clinical trial AMM 2012 Ligeai el 9 mutations « gating» 97 mutations
of ivacaftor >12 ans G551D
= Orkambi®
Tezacaftor/ivacaftor
>12 ans Ivacaftor 2019:>2ans >4 mois
! F508del/F508del Lumacaftor Ho F508del Ho F508del
e o ° ° ° ®* o 9 9 — @ 8 —— Extension2018
1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 | 2020 2030 >6 ans

_ : en cours évaluation
. pour >6 ans
‘ 1 kevi® >

' ' Sy e Ivacaftor Ho F508del 6ans

ALALAIEARD Tezacaftor F508del/14 autres D [0

>12 ans . F508del/127 autres
avec fonction
Lumacaftor/vacaftor résiduelle
first icensed for use
aftor/tezacartor/ivacattor en cours évaluation
st licensed for use Kaftrio® Ivacaftor pour >6 ans 6 ans
. AMM 2019 Tezacaftor au moins 1 F508del et .
Daniel H. Tewkesbury, Rebecca C. Robey, Peter J. Barry 12 ans Elexacaftor  avec les mutations au moins 1 F508del

Breathe 2021 17: 210112; DOI: 10.1183/20734735.0112-
2021 des classes|l, IV et V
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MODULATEURS CFTR

Patients with an F508del- * Tezacaftor improves cellular

CFTR mutation have

processing and trafficking of

decreased CFTR activity at F508del-CFTR proteins’

the cell surface?

* |vacaftor potentiates the
channel-open probability of
CFTR proteins at the cell
surface’

Binding to a different site
than tezacaftor, elexacaftor
has an additive effect in
improving cellular processing
and trafficking of F508del-
CFTR proteins'

Heijerman, Lancet 394(10212), 1940-1948. Middleton PG, N E<nglJ Med. 2019;381(19):1809-18189. Vertex Pharmaceutical



MODULATEURS CFTR

La révolution du TRIKAFTA

@ mwmixara @ ruaceso

o
. -0 O
L
3
” ON AVERAGE, FOR
> PEOPLE TAKING TRIKAFTA
[ 4 LUNG FUNCTION INCREASED
[VACAFTOR [T s SIGNIFICANTLY BY
heve l 14 3 PERCENTALE PONTS
CFTR proteins stay 3 « VS PLACEBO
apen kinger o the N
By binding to el surface
different places on ¥ j‘D

CFTR proteins,
Tezacarron I8
together 1% help

more peoteins reach

the cedl surface.

08

0.6+

0.4-

The mumber of ovents
was T3 (0.95) for
P00 v 41 (03D

for TRAFTA

0.2-

Estimated event rate per year

0

Placedo TRIKAFTA

Heijerman, Lancet 394(10212), 1940-1948. Middleton PG, N E<nglJ Med. 2019;381(19):1809-18189. Vertex Pharmaceutical



Les modulateurs CFTR (IVA, LUM/IVA, TEZ/IVA et ELX/TEZ/IVA) constituent une véritable
amélioration dans la prise en charge des patients non seulement pour les personnes
atteintes de mucoviscidose légére a sévere, mais méme chez les personnes atteintes d'une
maladie pulmonaire avancée

Age de début?

Stabilité de l'efficacité dans le temps?

Toxicité a long terme?

Evaluation et suivi de la réponse (« surrogate markers »)?




EXPLORATIONS BIOLOGIQUES :
LE TEST DE LA SUEUR

j’ 2023

Test de la sueur : rappel de la physiologie de la glande sudoripare

Voie cholinergique sécrétion
Cl- Ca?*dépendante,
Fonctionnelle
chez le sujet atteint de MV

Quinton PM. Physiology 2007;22:212-25

Globule sécrétoire Surface cutanée
Canalicule glandulaire

de réabsorption Goutte de

sueur

hypotoniqu?

Voie adrénergique sécrétion
CFTR dépendant,
Non fonctionnelle

chez le sujet atteint de MV

apical

basolatéral

basolatéral




EXPLORATIONS BIOLOGIQUES :
LE TEST DE LA SUEUR
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Le test de la sueur consiste a8 mesurer la concentration sudorale en ions chlorures (Cl) ;
peu invasif, standardisé, c’est le test biologique le plus sensible et le plus spécifique avec
une VPP > 95% au seuil de 60 mmol/L CI-
Il est réalisé en 3 étapes :

- iontophorése a la pilocarpine : 5 min

- recueil de la sueur grace a un collecteur Macroduct® placé sur la zone stimulée par I'électrode
rouge (anode) ; colorant bleu pour visualiser la sueur : 30 min

- dosage des ions CI- (en particulier par coulométrie)

Interprétation
Valeurs usuelles quel que soit I'age <30 mmol/L CI-
Valeurs pathologiques 2 60 mmol/L CI

Entre 30 et 59 mmol/L CI, le diagnostic de MV ne peut étre écarté

Variabilité analytique & biologique A ;
méme jour, BD vs BG : [-3,2 ; +3,6] mmol/L CI - e
jour différent : [-18 ; +14] mmol/L CI Cirilli N et al. J Cyst Fibros 2022

Nguyen-KhoaT et al. Ann Biol Clin 2018

Vermeulen F et al. J Cyst Fibros 2017
De Boeck K et al. Eur RespirJ 2013



PLACE DU TEST DE LA SUEUR DANS

LE DIAGNOSTIC DE LA MV

HAS-PNDS Mucoviscidose 2017

www.has-sante.fr

Le diagnostic de MV est confirmé :

- par un test de la sueur 2 60 mmol/L CI

- et /ou par l'identification de 2 mutations du
géne CFTR associées a la MV chacune étant
héritée d’un parent.

Stratégie de génétique moléculaire

* Dépistage néonatal a J3 (Guthrie)
(50% des nouveaux cas déclarés dans I'année)
Sang séché : coffret Elucigene® CF30v2 (29 mutations)

* Sur signes cliniques évocateurs dés la petite enfance

et test de la sueur positif ou intermédiaire

Sang total EDTA : CF-EU2v1 (51 mutations)
(avec 90% de sensibilité dans la population frangaise)

Buvard Guthrie

Dosage TIR-J3
\
| TIR-13 2 seuil 1

TIR-J32 seuil 1, absence m

FROGRAMME MATICHA
 YENCTAGE NECNATA “seuil 1= 60 pg/L} de consentement Py
siconsentement  CRDN Etude de CFTR :
Kit CF30v2® Elucigene TIR-J21 < sewil 3
| 2mutations | | 1mutation | 0 mutation et si TIR-13 f;i;‘;‘z"le
00 ' 2 seuil 2 ultra haut 5
8% seuil 2 = 90 umol/L

.‘4.:...-
'..' »®
CRMR Test de la sueur = TIR-121 2 seil 3

seuil 3 =37 pumol/L

Mucoviscidose - CF.SP.ﬂ) ; Non malade ‘ Conseil génétique
Diagnostic incertain J‘ — <i1 mutation
Prise g change Suivi | =répétition du test 1 mois aprés
de la maladie }

Bienvenu T & Nguyen Khoa T, Arch Ped 2020 ; Sermet-Gaudelus | et al. Arch Ped 2017


http://www.has-sante.fr/

Test de la Sueur : biomarqueur robuste de l'efficacité des traitements modulateurs de CFTR

120

100

80

60

40

Test de la sueur (mmol/L CI)

20

Zemanick E et al. J Cyst Fibros 2021
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TO
introduction modulateur
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apres introduction du traitement

Sermet-Gaudelus | et al. J Pers Med 2021
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Bilan du Centre National de
Coordination du Dépistage Néonatal

j 2023

Formes frontiéres depuis I'introduction de la mucoviscidose dans le deplstage neonatal en France

Nombre de nouveau-nés malades depuis 2002
Bilan de

. Nb NNés testés
quelques régions

Forme classique Fréquence Forme frontiere Total fréquence
lle de France 3423524 377 1/9081 69 446 1/7676
Auvergne Rhone Alpes 1786 606 356 1/5019 48 404 1/4442
Hauts de France 1501 825 302 1/4973 46 348 1/4316
PACA Corse 1242 802 203 1/6122 21 224 1/5548
Occitanie 1161775 166 1/6999 14 180 1/6454
Grand Est 1242 802 239 1/479% 43 282 1/4064
Bretagne 713 417 1/3898 1/3334
“m
lle de la Réunion 277 088 1/3958 1/3695
Guadeloupe 79 104 1/19776 1/15821

TOTAL 15 264 800 2570 1/5940 2932 1/5206




j 2023 AFFECTIONS LIEES A CFTR

www.has-sante.fr HAS-PNDS Evaluation diagnostique et prise en charge des affections liées ou associées a CFTR. 202

Le diagnostic d’AL-CFTR est évoqué devant la présence d’au moins un symptome évocateur de MV
ET un TS entre [30 et 59] mmol/L CI- et au plus un variant du géne CFTR associé a la MV
ou un TS < 30 mmol/L CI- et 2 variants du géne CFTR dont au moins un n’est pas associé a la MV.

Activité fonctionnelle de CFTR in vivo
0% 5% 10% 30% 100%

AL-CFTR

Aspergillose BronchoPulmonaire allergique
Cholangite Sclérosante primitive

Absence Bilatérale des Canaux Déférents
Pancréatite idiopathique

Dilatation des Bronches

Affections Rhinosinusiennes Chroniques
Aquadermie Palmo-Plantaire Aquagénique

Clinique
Phénotype

Affections liées a une dysfonction de CFTR
Asymptomatiques

Mutations CFTR
Génotype MV : Mucoviscidose
CFTR-RD: CFTR-Related Disease
CCV: Conséquence Clinique Variable
Hétérozygotes
Test de L. Sermet-Gaudelus, E. Girodon, F. Vermeulen et al.
la sueur

Joumnal of Cystic Fibrosis 21 (2022) 922-936
<30 mmol/LCl-


http://www.has-sante.fr/

j 2023 La protéine CFTR

CFTR : protéine de la famille des ABC protéines, canal CI- AMPc dépendant

Hwang & Sheppard J Physiol 2009
m Canal CFTR actif

\ (ouvert)

Canal CFTR inactif
(ferme)

2 étapes essentielles dans I’ouverture du canal
- la phosphorylation du domaine R;
- la liaison et I’hydrolyse de I’ATP sur les sites NBD.



Role de CFTR dans le transport
ionique transépithélial pulmonaire |

ED- j 2023




Tests d’exploration in-vivo

* Glande sudoripare : le test de sécrétion de sueur apres stimulation béta adrénergique

* Epithélium nasal : différence de potentiel nasal (DPN; Nasal Potential Difference (NPD))

Tests d’exploration ex-vivo
*  Epithélium nasal : frottis nasal pour études sur cultures cellulaires primaires

*  Epithélium rectal

v courant de court-circuit sur biopsie rectale (CCC; Intestinal Current Measurement (ICM))
v préparation d’organoides
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STIMULATION B-ADRENERGIQUE

Exploration in vivo de la glande sudoripare

(Trans Epithelial Water Loss)
Principe : mesure du gradient de pression de vapeur d’eau (Nilsson).

2. Carbachol: réponse rapide et intense; habituellement entre 40 a 100 (~60).

Fr
3. Atropine:bloque la réponse cholinergique jusqu’a atteindre les valeurs de la sonde de référence.
4. Cocktail B-adr : la réponse est plus lente (activation CFTR). ' \ -F Skin surface

110 —~110 " i

/

F

N Administration en SCut

~\~

TEWL (g water loss/m?/h)
N
TEWL (g water loss/m?/

..-
et
‘f‘

\
N A

Al | d

1210 1212 1246 1990 1§n 1290 1990 1929 1990 CF

0353, 0966 0959 10:.02. 'IIJ:IIJE:... 10
1. Atropine 3 4 non CF

= honc S8R 2aSARFINBSRERES

-2



DIFFERENCE DE POTENTIEL NASAL

Limites : Sermet-Gaudelus| et al. Am J Respir Crit Care Med 2010
Coopération du patient Solomon G et al. ) Vis Exp 2018

Nourrisson possible mais difficile (protocole raccourci)

Atteinte de la muqueuse nasale (rhinite, polypose nasale, etc..)



PROFILS TYPES DE DPN
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Amiloride LowClI  lso "Amiloride LowCF  lIso



MESURE DU COURANT DE COURT-

CIRCUIT (CCC)

3 2 -

Exploration ex-vivo de I'épithélium rectal De Jonge J Cyst Fibros 2004
Derichs N Thorax 2010
Biopsie rectale (réalisée en moins de 5 min) CTN-Diagnostic WG. SOP-ICM 2011

Apres contrble de I’'hémostase

solutions a37° C

L'épithélium est
inséré entre deux
lames au niveau
d’un petit orifice

(1,5 mm de Q)

électrode qui applique le électrode de mesure
courant de court-circuit

Limites :
Organisation locale pour conserver 'intégrité du tissu, analyse <2h aprés le prélevement
Matériel colteux, personnel trés expert



OMEL / 2023 PROFILS TYPES DE CCC

Criteres retenus HA/cm?
200
Non atteint de MV 150 Carbachol Histamine

AForskoline (17 pA/cm?)

Genisteine
ACarbachol (37 pA/cm?) 100

Amiloride Forskoline

AHistamine (29 pA/cm?) 50
0
. A/cm?
Atteint de MV 2;60/cm
AForskoli 10 pA 2
orskoline (10 pA/cm?) 150 Amilor"_de ]
ACarbachol (4 pA/cm?) . °r5k°|'neG i<tei Carbachol Histamine
enisteine ‘
AHistamine (6 pA/cm?) IOOM 3 -
50

Forskoline : augmente AMPc intracellulaire (+ IBMX, inhibiteur non spécifique des Phosphodiestérases)
Génistéine : activateur de CFTR

Carbachol : agoniste cholinergique, active la sécrétion de CI Ca?* dépendante

Histamine : sécrétion globale de ClI- via H1



CHOIX DES EXPLORATIONS
FONCTIONNELLES DE CFTR

_ avantages inconvénients

Test de sécrétion  Simple a réaliser Administration des agents pharmacologiques par injections
de sueur Durant les 30 min de collection de sueur du TS SCut (score de douleur ~1 a 3/10)

B-adrénergique  Apprentissage rapide en 1-2 jours Pas réalisé avant I'age de 5 ans
Faible colit
VPP 100%

DPN Tissu identique a celui des voies respiratoires Coopération du patient (2x15 min)

SOP : texte et videos Qualité de I'épithélium nasal
Frottis nasal : cultures de cellules | ; biobanque Matériels d’électrophysiologie coliteux

Opérateur spécialisé, opérateur dépendant
Grande variabilité intra-individuelle

CCC Ne nécessite pas la coopération du patient pendant  Qualité et viabilité du tissu
I'exploration Matériels d’électrophysiologie coliteux
SOP Opérateur spécialisé
Utilisation d’agents pharmaco-logiques plus
spécifiques de CFTR

Préparation d’organoides : biobanque



TEST DE SECRETION DE SUEUR APRES

STIMULATION B-ADRENERGIQUE

’ e 4
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Préciser le diagnostic devant des formes frontieres de MV
Nguyen-Khoa T et al. Eur Respir J 2022
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EFFETS DES MODULATEURS
in vitro

j’ 2023

n Dédifférenciation et «
Frottis nasal amplification (Biobanque) @
Peeudosiratified
Epithel um
—_—
3 & IR A%
l""‘ P ,( s - Différenciation air-liquide ;
L ] (3 semaines) -
— S ‘ Courant de court-circuit
Oreanoid chambre de Ussing
Biopsie rectale reanolces
(Biobanque)

—




j 2023 EFFET DES MODULATEURS . ”2

in vitro (2) 7 eg)

Courant de court-circuit : évaluation du traitement sur l’activité de CFTR in-vitro

Amiloride
50 - ___ DMSO
1
—
|}
|
|

45 - ivacaftor/tezacaftor/elexacaftor

40 -
35 .
20 IBMX/Forskoline

l Inh-172

!

15

Isc (uAlcm?)

Correction in-vitro par
Ivacaftor/tezacaftor/elexacaftor

10 -

e ———
TN s — — — —

0} 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Forskoline : augmente ’AMPc intracellulaire
IBMX : inhibiteur des Phosphodiestérases
Inh-172 : inhibiteur de CFTR

Time (msec)



EFFET DES MODULATEURS
in vitro (3)

]' 2023

Bonne corrélation entre les réponses

in vitro et in vivo. s
Valeur prédictive de la réponse clinique § 20 - o™
3 @P6
Q Sélection du modulateur &5
. . . P7
par des tests in vitro B oFs e
’ ’ x | -"....
le mieux adapte au genotype é |
c
g s{ P4@
_ . n‘n o' ' '
30 20 19" 10 20 30 40 50 60
Change in Al ¢, upon treatment
5 (expressed as percentage of the WT value)
P1@
10 - Pranke | et al. Scientific Reports 2017



BIO MED-) R CONCLUSIONS

Bénéfice du Dépistage néonatal de la MV
age médian au diagnostic : 1,5 mois

Prise en charge symptomatique trés précoce
nutritionnelle et respiratoire.

Introduction précoce des thérapies protéiques adéquates
pour les formes séveres de MV.

Evaluation de la fonction résiduelle de CFTR
par les explorations fonctionnelles épithéliales afin
d’identifier les individus présentant une forme arisque
d’évoluer vers la forme classique de MV.

Introduction des traitements modulateurs les plus
adaptés a la fonction résiduelle de CFTR.

Amélioration nette de la qualité de vie et de
I'espérance de vie

Caractéristiques démographiques des patients MV
Registre Francais de la Mucoviscidose 2021

2002 2021
Avant DNN Aprés 20 ans de DNN
Malades vus N 4111 7418
dans 'année
144
Nouve'aux f:as N 215
dans I’'année (NN=91)
CF >18 ans % 37 g2
16% +40 ans
Taux de mortalité %/ 00 15,4 5,9




Mucoviscidose :

explorations biologiques et nouvelles thérapies
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