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Phytoecdysones et leurs dérivés pour leur utilisation dans le traitement de

maladies neuromusculaires

Domaine technique de l'invention

Linvention releve de [lutilisation de phytoecdysones et de dérivés hémi-
synthétiques de phytoecdysones pour le traitement de maladies neuromusculaires,

en particulier 'amyotrophie spinale infantile et la sclérose latérale amyotrophique.

Technique antérieure

Les maladies neuromusculaires sont caractérisées par une altération du
fonctionnement des unités motrices, composées de motoneurones, jonctions
neuromusculaires et muscles squelettiques. Quelle que soit l'origine de la maladie,
nerveuse comme dans I'amyotrophie spinale infantile ou la sclérose latérale
amyotrophique, ou musculaire, toutes provoquent une altération de la fonction
motrice des patients, pouvant aller du handicap a la mort prématurée lorsque les
muscles vitaux sont atteints. La prise en charge de ces maladies neuromusculaires
reste encore aujourd’hui symptomatique et représente un colt économique
considérable au regard du niveau de handicap des patients, de la progressivité de
ces pathologies et des besoins humains et matériels qu’elles nécessitent. La
recherche et le développement de thérapies permettant d’alléger les symptdmes
moteurs et la dépendance des patients revétent un intérét social et économique
certain.

Parmi ces maladies neuromusculaires, deux sont décrites comme affectant
spécifiquement les motoneurones : les amyotrophies spinales infantiles (ou SMA),
dont les symptomes apparaissent a I'enfance et la sclérose latérale amyotrophique
(ou SLA) dont les symptdbmes se déclarent a I'age adulte. Ces deux maladies
neurodégénératives, aux causes et aux manifestations cliniques différentes, ont en
commun une dénervation musculaire progressive, responsable d’'une amyotrophie
(Al-Chalabi et Hardiman, 2013 ; Crawford et Pardo, 1996).

Les amyotrophies spinales infantiles représentent la cause la plus commune de
mortalité infantile d’origine génétique avec une prévalence de 1/6000 a 1/10000
naissances (Crawford et Pardo, 1996). Trois types principaux de sévérité sont
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décrits, suivant 'age d’apparition des symptdmes et la progression des atteintes
cliniques, allant du type 1, le plus sévére, au type 3 dont la durée de vie peut étre
supérieure a 40 ans. Les patients atteints de SMA présentent une atteinte
symétrique des muscles squelettiques par atrophie des fibres musculaires isolées
ou regroupées en fascicules. La quasi-totalité des SMA sont a prédominance
proximale, c’est-a-dire touchant les muscles du tronc et proches du tronc.
Progressivement, le déficit moteur s’étend, dans un premier temps, aux muscles
des membres inférieurs, puis dans un second temps, aux muscles des membres
supérieurs en affectant préférentiellement les muscles extenseurs. Bien que
présentant une grande hétérogénéité clinique, des analyses génétiques ont pu
démontrer que toutes les formes de SMA sont causées par la mutation du géne
SMN1, pour Survival Of Motor Neurons, positionné en région chromosomique 5q13.
Dans le génome humain, il existe une copie centromérique inverse de ce gene, le
géne SMNZ, pouvant étre retrouvé en plusieurs copies (Lorson et al., 1998), mais
qui ne permet de compenser que partiellement la perte de fonction du gene SMN1.
En effet, SMN2 présente 5 différences nucléotidiques avec SMNT1, dont une au
niveau de I'exon 7, favorisant son excision par épissage dans 90% des ARNm
produits par le gene SMNZ2. Cet épissage alternatif conduit a la production d’'une
protéine SMNA7 tronquée et instable. Ainsi, seuls 10% des protéines produites par
le gene SMNZ2 sont complétes et fonctionnelles (Vitte et al., 1997 ; Lefebvre et al.,
1997). Il a donc été démontré un lien entre le nombre de copies du gene SMNZ2,
leur niveau d’expression et la sévérité de la maladie. La protéine SMN est une petite
protéine ubiquitaire, localisée dans des domaines discrets des noyaux, appelés
Gems pour Gemini of Coiled Bodies, et dans le cytoplasme des cellules. Bien que
la protéine SMN ait des rbles spécifiquement neuronaux, tels que la croissance
axonale (McWhorter et al., 2003) et le transport axonal (Akten et al., 2011 ; Peter et
al.,, 2011), elle est aussi impliquée dans des fonctions ubiquitaires telles que la
biogénése de ribonucléoprotéines nucléaires (Buhler et al., 1999 ; Liu et al., 1997 ;
Zhang et al., 2008) ou encore la régulation de la traduction des ARNm (Sanchez et
al., 2013). Ainsi, ni 'expression de la protéine SMN, ni ses fonctions cellulaires ne
permettent d’expliquer directement la dégénérescence spécifique des
motoneurones.

Cependant, le développement de différents modéles animaux et I'avancée de la

recherche fondamentale ont permis de démontrer que la délétion conditionnelle du
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géne Smn uniquement au niveau des neurones ne reproduit pas les symptomes
complets de la SMA, ni la dégénérescence motoneuronale (Frugier et al., 2000).
D’autres études ont décrit un rdle de la protéine SMN dans le bon fonctionnement
des astrocytes (Rindt et al., 2015), des cellules de Schwann (Hunter et al., 2014),
du cceur (Bevan et al., 2010 ; Heier et al., 2010 ; Shabadi et al., 2010 ; Biondi et al.,
2010), du foie (Vitte et al., 2004) et des vaisseaux (Somers et al., 2016), suggérant
un role joué par le métabolisme énergétique dans la progression et la sévérité de la
maladie. D’autres études encore se sont attachées a I'unité motrice dans la SMA et
ont mis en évidence des altérations spécifiques des jonctions neuromusculaires
(Kariya et al., 2008 ; Kong et al., 2009 ; Muray et al., 2008 ; Biondi et al., 2008), un
constituant essentiel a la survie des motoneurones. En effet, il a été démontré que
la protéine SMN participe au bon fonctionnement des jonctions neuromusculaires
en agissant sur le pool de vésicules de neurotransmetteurs, I'activité synaptique
(Torres-Benito et al., 2011), mais aussi la maturation des jonctions, étape cruciale
permettant d’acquérir leur fonctionnalité et leur maintien (Kariya et al., 2008 ; Biondi
et al., 2008). D’autre part, l'invalidation du gene Smn dans les cellules musculaires
uniqguement, engendre de graves altérations musculaires (Cifuentes-Diaz et al.,
2001 ; Rajendra et al., 2007 ; Lee et al., 2011), telles qu’'une dystrophie sévere
(Cifuentes-Diaz et al.,, 2001), une mauvaise organisation de la structure
sarcomérique permettant la contraction (Walker et al., 2008), une diminution de la
fusion correcte des cellules souches musculaires, (Nicole et al., 2003), et donc de
leur différentiation (Shafey et al., 2005). De plus, les cellules myogéniques des
patients atteints de SMA sont pauvres en certains facteurs, comme les CANP
(« Calcium-Activated Neutral Protease » en terminologie anglo-saxonne),
essentiels a la mise en place des contacts neuromusculaires (Fidzianska et al.,
1984 ; Vrbova et al., 1989). Enfin, il a été constaté, in vitro, que les motoneurones
en co-culture avec des cellules musculaires SMA dégénérent plus rapidement
(Vrbova et al., 1989).

A ce jour, des approches trés différentes ont été envisagées afin de développer un
traitement pour la SMA. Les stratégies de recherches actuelles s’orientent, pour la
plupart, sur la modification de I'expression de SMN directement ou non, soit par
Faugmentation de I'expression du géne SMN2, ou la modification de I'épissage des
transcrits SMN2, ou des thérapies géniques visant a réintroduire le géne correct.
Certaines recherches se concentrent sur des approches indépendantes de SMN en
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développant des thérapies cellulaires ou bien en se focalisant sur I'activation de la
neuroprotection (Olésoxime) ou sur l'amélioration de la fonction musculaire
(activateur de troponine).

Malgré des dizaines d’essais cliniques en cours dans la SMA, a ce jour, seulement
deux molécules ont été approuvées par les autorités.

La premiere, un activateur de la troponine (CK-2127107), vise a augmenter la
sensibilité sarcomérique au calcium afin d’'améliorer 'endurance et la performance
de la fonction musculaire (Hwee et al., 2015). Cette molécule a récemment été
désignée comme médicament orphelin pour la SMA par les agences réglementaires
ameéricaines (Mai 2017).

La seconde, un oligonucléotide anti-sens (ASO), vise a favoriser 'inclusion de I'exon
7 des transcrits produits par les génes SMNZ2, permettant ainsi de faire surexprimer
la protéine SMN compléte par les cellules de la moelle épiniére apres injections
intrathécales (Hache et al., 2016 ; Chiriboga et al., 2016). Cette molécule,
développée par la société Biogen et nommée Nusinersen, a été approuvée par les
autorités ameéricaines et européennes et constitue la premiére molécule a visée
thérapeutique mise sur le marché pour traiter les amyotrophies spinales infantiles
séveres, de type 1 et de type 2. Les premiers résultats obtenus avec ASO ciblant
lintron 7, que ce soit sur modeles animaux (Hua et al., 2010 ; Passini et al., 2011)
ou lors des essais cliniques de phases Il et lll sur patients SMA sévéres (Finkel et
al., 2016), sont tres impressionnants et prometteurs pour cette maladie létale.
Cependant, plusieurs zones d’ombre subsistent quant a une utilisation d’'un
oligonucléotide in vivo injecté dans le systéme nerveux central seul et/ou sur le long
terme. Tout d’abord, la communauté scientifique manque de recul sur la tolérance
a long terme des patients pour ce genre de molécules exogenes ciblant 'expression
génique. De plus, un autre questionnement concerne les risques inhérents a une
surexpression importante et non contrdlée de la protéine SMN, protéine dont la
fonction a été associée a la prolifération cellulaire (Grice et al., 2011). De plus,
lefficacité du Nusinersen semble d’autant plus importante que le début du
traitement intervient précocement vis-a-vis de la progression de la maladie, situation
clinique difficile a obtenir au regard du temps de diagnostic et du parcours clinique
des familles. Enfin, dans la SMA, il est important de noter I'importance du role joué
par les altérations multi-tissulaires sur la progression de la maladie. Or, le

Nusinersen est une molécule qui ne franchit pas la barriére hémato-encéphalique,
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ce qui impose un traitement par voie intrathécale ne permettant de cibler que les
neurones et les cellules gliales sans cibler les autres organes tels que les muscles,
le foie, le pancréas et le systéme vasculaire. Leurs altérations pourraient, par
conséquent, limiter les effets thérapeutiques du Nusinersen. Enfin, les patients
atteints de SMA de type 3, pour qui le niveau d’expression de la protéine SMN est
bien supérieur et pour lesquels le pronostic vital est rarement engagé, aucune
autorisation de traitement n’a encore été approuvée, laissant cette sévérité
orpheline de thérapie.

Il apparait donc essentiel de développer des approches physiologiques et/ou
pharmacologiques complémentaires au Nusinersen afin de potentialiser ses effets
protecteurs et de limiter le plus possible I'évolution clinique des patients, leur
dépendance et leur prise en charge clinique.

Les phytoecdysones représentent une importante famille de stérols polyhydroxylés.
Ces molécules sont produites pas diverses espéces de plantes (fougeres,
gymnospermes, angiospermes) et participent a la défense de ces plantes contre les
ravageurs. La phytoecdysone majoritaire du regne végétal est la 20-
hydroxyecdysone.

Le brevet FR 3 021 318 divulgue que les phytoecdysones, et plus particulierement
la 20-hydroxyecdysone (20E), ont fait Il'objet de nombreuses études
pharmacologiques. Ces études ont mis en avant les propriétés antidiabétiques et
anabolisantes de cette molécule. Ses effets stimulants sur les synthéses protéiques
dans les muscles sont observés chez le rat in vivo (Syrov et al., 2000 ; Toth et al.,
2008 ; Lawrence et al., 2012) et sur des myotubes murins C2C12 in vitro (Gorelick-
Feldman et al., 2008). Certains des effets décrits ci-dessus dans des modéles
animaux ont été retrouvés dans des études cliniques, encore peu nombreuses.
Ainsi, la 20-hydroxyecdysone favorise 'augmentation de la masse musculaire chez
de jeunes sportifs (Simakin et al., 1988). Enfin, le brevet frangais FR 3 021 318
décrit en outre [utilisation de 20-hydroxyecdysone et de dérivés de 20-
hydroxyecdysone, pour le traitement et la prévention de la sarcopénie et de I'obésité
sarcopénique (Lafont et al., 2017).

Présentation de l'invention

La présente invention a pour objectif de limiter la perte motoneuronale liée a des

maladies neuromusculaires ainsi que les conséquences de cette dégénérescence.
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Les phytoecdysones représentent une importante famille de phytostérols
polyhydroxylés structuralement apparentés aux hormones de mue des insectes.
Ces molécules sont produites par de nombreuses espéeces végétales et participent
a leur défense contre les insectes ravageurs. La phytoecdysone majoritaire est la
20-hydroxyecdysone.

Les inventeurs ont découvert de maniére inattendue que la les phytoecdysones et
des dérivés hémi-synthétiques de la phytoecdysones améliorent de maniére
significative la survie ainsi que I'évolution pondérale de mammiféres atteints d’une
amyotrophie spinale. De plus, les phytoecdysones et leurs dérivés hémi-
synthétiques limitent l'atrophie et l'aplasie musculaire présentes dans cette
pathologie et limitent significativement la perte des motoneurones des mammiferes
atteints par une amyotrophie spinale.

A cet effet, linvention concerne une composition comprenant de la 20-
hydroxyecdysone et/ou au moins un dérivé hémi-synthétique de 20-
hydroxyecdysone, pour son utilisation dans le traitement d’une affection spécifique
des motoneurones chez le mammifére atteint d’'une maladie neuromusculaire
comportant une altération de la fonction musculaire due a l'affection spécifique des
motoneurones.

Dans des modes particuliers de réalisation, linvention répond en outre aux
caractéristiques suivantes, mises en ceuvre séparément ou en chacune de leurs
combinaisons techniquement opérantes.

La 20-hydroxyecdysone et ses dérivés sont avantageusement purifiés au grade
pharmaceutique.

La 20-hydroxyecdysone utilisée est de préférence sous forme d’un extrait de
végétaux riches en 20-hydroxyecdysone ou d’'une composition comportant a titre
d’agent actif la 20-hydroxyecdysone. Des extraits de végétaux riches en 20-
hydroxyecdysone sont par exemple des extraits de Stemmacantha carthamoides
(aussi appelée Leuzea carthamoides), Cyanotis arachnoidea et Cyanotis vaga.
Les extraits obtenus sont de préférence purifiés au grade pharmaceutique.

Dans un mode de réalisation la 20-hydroxyecdysone est sous forme d’extrait de
plante ou d’une partie de plante, ladite plante étant choisie parmi les végétaux
contenant au moins 0,5% de 20-hydroxyecdysone en poids sec dudit végétal, ledit
extrait comportant au moins 95%, et de préférence au moins 97%, de 20-
hydroxyecdysone. Ledit extrait est de préférence purifié au grade pharmaceutique.
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Ledit extrait est appelé par la suite BIO101. Il comporte de fagon remarquable entre
0 et 0,05 %, en poids sec de I'extrait, d'impuretés, comme des composés mineurs,
susceptibles d’affecter linnocuité, la disponibilité ou l'efficacité d’une application
pharmaceutique dudit extrait.

Selon un mode de réalisation de l'invention, les impuretés sont des composés a 19
ou 21 atomes de carbone, tels que la Rubrostérone, la Dihydrorubrostérone ou la
Poststérone.

La plante a partir de laquelle est produit BIO101 est de préférence choisie parmi
Stemmacantha carthamoides (aussi appelée Leuzea carthamoides), Cyanotis
arachnoidea et Cyanolis vaga.

Les dérivés de 20-hydroxyecdysone sont obtenus par hémisynthése et peuvent
notamment étre obtenus de la fagon décrite dans la demande de brevet européenne
n° EP 15732785.9.

Selon un mode de réalisation préféré, I'altération de la fonction musculaire est due
a une altération de la fonction des motoneurones ou leur dégénérescence.

Dans un mode de réalisation, la fonction musculaire altérée est celle du muscle strié
squelettique ou du myocarde.

Dans un mode de réalisation, l'altération de la fonction musculaire est liée a une
aplasie et/ou une atrophie.

Dans un mode de réalisation particulier, I'affection des motoneurones résulte d’une
altération génétique chez le mammifére atteint de la maladie neuromusculaire.

Par altération génétique on entend une mutation telle qu’'une substitution ou une
insertion de nucléotide(s) ou une délétion de nucléotide(s).

Dans un mode de réalisation particulier, I'invention vise la composition pour son
utilisation chez le mammifere dans le traitement de 'amyotrophie spinale infantile
(SMA) ou la sclérose latérale amyotrophique (SLA).

Dans un mode de réalisation particulier, I'invention vise la composition pour son
utilisation chez le mammifére dans le traitement d’'une maladie neuromusculaire
sporadique (liée a la mutation aléatoire d’'un géne causal ou d’un ou plusieurs génes
de susceptibilité) ou d’'une forme familiale dans laquelle on retrouve une mutation
d’au moins un géne choisi parmi SMN1 qui intervient dans le cadre de la SMA, de
SOD1, TARDBP codant la protéine TAR DNA-binding protein 43, VCP (« Valosin
Containing Protein » en terminologie anglo-saxonne) FUS/TLS (« Fused in

sarcoma/translocated in liposarcoma » en terminologie anglo-saxonne) et
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C90ORF72 (« chromosome 9 open reading frame 72 » en terminologie anglo-
saxonne) impliqués dans le cadre de la SLA.
Dans un mode de réalisation particulier, le traitement de 'affection spécifique des
motoneurones comporte I'amélioration de la survie motoneuronale et/ou
Faccélération de la maturation des jonctions neuromusculaires.
Dans un mode de réalisation particulier, les phytoecdysones sont administrées a
une dose comprise entre 3 et 15 milligrammes par kilogramme par jour chez
Fhumain. On entend ici par phytoecdysone, aussi bien les phytoecdysones de
maniére générale que leurs dérivés, la 20-hydroxyecdysone (notamment sous
forme d’extrait) et ses dérivés.
De préférence, les phytoecdysones sont administrées a une dose de 200 a 1000
mg/jour, en une ou plusieurs prises, chez un humain adulte, et une dose de 5 a 350
mg/jour, en une ou plusieurs prises, chez 'humain enfant ou le nourrisson. On
entend ici par phytoecdysone, aussi bien les phytoecdysones de maniére générale
que leurs dérivés, la 20-hydroxyecdysone (notamment sous forme d’extrait) et ses
dérivés.
Dans des modes de réalisation la composition comporte au moins un composé
considéré comme un dérivé de phytoecdysone, ledit au moins un composé étant de
formule générale (1) :

[Chem. 1]

X )

dans laquelle :

V-U est une liaison simple carbone-carbone et Y est un groupement
hydroxyle ou un hydrogéne, ou V-U est une liaison éthylénique C=C ;

X est un oxygene,

Q est un groupement carbonyle ;
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R est choisi parmi : un groupement (C1-Ce)W(C1-Cs) ; un groupement (C1-
Cs)W(C1-Ce)W(C1-Cs) ; un groupement (C1-Cs)W(C1-Ce)CO2(C1-Cs); un
groupement (C1-Cs)A, A représentant un hétérocycle éventuellement
substitué par un groupement de type OH, OMe, (C1-Cs), N(C1-Ces), CO2(C1-
Cs) ; un groupement CH2Br ;
W étant un hétéroatome choisi parmi N, O et S, de préférence O et encore
plus préférentiellement S.
Dans le cadre de la présente invention on entend par « (C1-Cs) », tout groupe alkyle
de 1 a 6 atomes de carbones, linéaire ou ramifié, en particulier, les groupes méthyle,
éthyle, n-propyle, iso-propyle, n-butyle, iso-butyle, sec-butyle, t-butyle, n-pentyle, n-
hexyle. Avantageusement il s’agit d’'un groupe méthyle, éthyle, iso-propyle ou t-
butyle, en particulier d'un groupe méthyle ou éthyle, plus particulierement d’un
groupe méthyle.
Dans un mode de réalisation préféré, dans la formule (1) :
Y est un groupement hydroxyle ;
R est choisi parmi : un groupement (C1-Cs)W(C1-Cs) ; un groupement (C+-
Cs)W(C1-Ce)W(C1-Cs) ; un groupement (C1-Cs)W(C1-Ce)CO2(C1-Cs); un
groupement (C1-Cs)A, A représentant un hétérocycle éventuellement
substitué par un groupement de type OH, OMe, (C1-Cs), N(C1-Ces), CO2(C1-
Cs) ;
W étant un hétéroatome choisi parmi N, O et S, de préférence O et de
préférence encore S.
Dans des modes de réalisation la composition comporte au moins un composé
choisi parmi les composés suivants :
n°1:(25,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-2,3,14-trihydroxy-10,13-diméthyl-17-
(2-morpholinoacétyl)-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-décahydro-1H-
cyclopentala]phénanthrén-6-one,
n° 2 : (25,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-2,3,14-trihydroxy-17-[2-(3-
hydroxypyrrolidin-1-yl)acétyl]-10,13-diméthyl-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-
décahydro-1H-cyclopenta[a]phénanthren-6-one;
n° 3 : (25,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-2,3,14-trihydroxy-17-[2-(4-hydroxy-1-
pipéridyl)acétyl]-10,13-diméthyl-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-décahydro-1H-
cyclopenta[a]phénanthren-6-one;
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n° 4 : (2S5,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-2,3,14-trihydroxy-17-[2-[4-(2-
hydroxyéthyl)-1-pipéridylJacétyl]-10,13-diméthyl-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-
décahydro-1H-cyclopenta[a]phénanthren-6-one;
n° 5 : (25,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-17-[2-(3-diméthylaminopropyl
(méthyl)amino)acétyl]-2,3,14-trihydroxy-10,13-diméthyl-
2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-décahydro-1H-cyclopentala]phénanthrén-6-one;
n° 6 : 2-[2-ox0-2-[(2S,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-2,3,14-trihydroxy-10,13-
diméthyl-6-0x0-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-décahydro-1H-
cyclopenta[a]phénanthren-17-yljéthyl]sulfanylacétate d’éthyle;
n° 7 : (2S5,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-17-(2-éthylsulfanylacétyl)-2,3,14-
trihydroxy-10,13-diméthyl-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-décahydro-1H-
cyclopenta[a]phénanthren-6-one;
n° 8 : (25,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-2,3,14-trihydroxy-17-[2-(2-
hydroxyéthyl sulfanyl)acétyl]-10,13-diméthyl-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-
décahydro-1H cyclopenta[a]phénanthrén-6-one.
Dans des modes de réalisation la composition comporte au moins un composé
considéré comme un dérivé de phytoecdysone, ledit au moins un composé étant de
formule générale (Il) :
[Chem. 2]

Le composé de formule (1) est par la suite appelé BIO103.

Dans des modes de réalisation la composition est incorporée a une formulation
pharmaceutique acceptable pouvant étre administrée par voie orale.

Dans le cadre de la présente invention on entend par «pharmaceutique
acceptable » ce qui est utile dans la préparation d'une composition pharmaceutique,
qui est généralement slr, non toxique et qui est acceptable pour une utilisation

vétérinaire de méme que pharmaceutique humaine.
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Bréve description des figures

L'invention sera mieux comprise & la lecture de la description suivante, donnée a
titre d’exemple nullement limitatif, et faite en se référant aux figures qui
représentent :

La figure 1A représente la courbe de I'évolution pondérale des souris SMA traitées
avec un véhicule ou avec BIO101 de la naissance (P0) a 11 jours post-natal (P11).
Ici et dans la suite de la description, P correspond au nombre de jours apres la
naissance (postnatal), n correspond a la taille de I'échantillon et p correspond a la
« valeur p » utilisée pour quantifier la significativité statistique d’un résultat ;

La figure 1B est une représentation de Kaplan-Meier des courbes de survie pré-P11
des souris SMA traitées avec le véhicule ou avec BIO101 de PO a P11 ;

La figure 2 est un histogramme représentant le nombre total de fibres musculaires
d’un muscle Tibialis anterior ( Tibialis) de souris contrOles saines (contrdle véhicule),
SMA traitées avec le véhicule (SMA véhicule), ou SMA traitées avec BIO101 (SMA
BIO101) de PO a P11 ;

La figure 3A est une image représentative de section transversale du muscle Tibialis
anterior colorée a I'Hématoxyline Eosine, de souris contrdle saine (contrdle) ;

La figure 3B est une image représentative de section transversale du muscle Tibialis
anterior colorée a 'Hématoxyline Eosine, de souris SMA traitées avec le véhicule
(SMA véhicule) de PO a P11 ;

La figure 3C est une image représentative de section transversale du muscle Tibialis
anterior colorée a I’'Hématoxyline Eosine, de souris SMA traitées avec BIO101 (SMA
BIO101) de PO a P11 ;

La figure 3D est un histogramme représentant la surface de section transversale
des fibres musculaires du muscle Tibialis anterior (Tibialis) de souris contrbles
saines (contréle véhicule), SMA traitées avec le véhicule (SMA véhicule) de PO a
P11, ou SMA traitées avec BIO101 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 3E est un histogramme représentant la surface de section transversale
des fibres musculaires du muscle Plantaris de souris contrbles saines (contrble
véhicule), SMA traitées avec le véhicule (SMA véhicule) de PO a P11, ou SMA
traitées avec BIO101 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 3F est un histogramme représentant la surface de section transversale

des fibres musculaires du muscle Soleus de souris contrbles saines (contrble



10

15

20

25

30

CA 03133227 2021-09-10

WO 2020/187678 PCT/EP2020/056590
12

véhicule), SMA traitées avec le véhicule (SMA véhicule) de PO a P11, ou SMA
traitées avec BIO101 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 4A est un histogramme représentant la distribution des fibres musculaires
du muscle Tibialis anterior (Tibialis) selon leur surface de section transversale, chez
des souris SMA traitées avec le véhicule (SMA véhicule) de PO a P11, ou SMA
traitées avec BIO101 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 4B est un histogramme représentant la distribution des fibres musculaires
du muscle Plantaris selon leur surface de section transversale, chez des souris SMA
traitées avec le véhicule (SMA véhicule) de PO a P11, ou SMA traitées avec BIO101
(SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 4C est un histogramme représentant la distribution des fibres musculaires
du muscle Soleus selon leur surface de section transversale, chez des souris SMA
traitées avec le véhicule (SMA véhicule) de PO a P11, ou SMA traitées avec BIO101
(SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 5A représente un Western Blot illustrant la phosphorylation de AKT du
muscle Plantaris de souris saines contrles (CTL VH), de souris SMA traitées avec
le véhicule (SMA VH) de PO a P11, ou SMA traitées avec BIO101 (SMA BIO101)
de PO a P11 ;

La figure 5B représente un histogramme illustrant la quantification par densitométrie
de la phosphorylation de AKT du muscle Plantaris de souris saines contrles (CTL
VH), de souris SMA traitées avec le véhicule (SMA VH) de PO a P11, ou SMA
traitées avec BIO101 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 5C représente un Western Blot illustrant la phosphorylation de ERK du
muscle Plantaris de souris saines contrles (CTL VH), de souris SMA traitées avec
le véhicule (SMA VH) de PO a P11, ou SMA traitées avec BIO101 (SMA BIO101)
de PO a P11 ;

La figure 5D représente un histogramme illustrant la quantification par densitométrie
de la phosphorylation de ERK du muscle Plantaris de souris saines contrdles (CTL
VH), de souris SMA traitées avec le véhicule (SMA VH) de PO a P11, ou SMA
traitées avec BIO101 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 5C représente un Western Blot illustrant le niveau d’expression de la
protéine SMN du muscle Plantaris de souris saines contréles (CTL VH), de souris
SMA traitées avec le véhicule (SMA VH) de PO a P11, ou SMA traitées avec BIO101
(SMA BIO101) de PO a P11 ;
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La figure 5F représente un histogramme illustrant la quantification par densitométrie
de la protéine SMN du muscle Plantaris de souris saines contrles (CTL VH), de
souris SMA traitées avec le véhicule (SMA VH) de PO a P11, ou SMA traitées avec
BIO101 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 6A représente un Western Blot illustrant la phosphorylation de AKT au
niveau de la moelle épiniere de souris saines contrbles (CTL VH), de souris SMA
traitées avec le véhicule (SMA VH) de PO a P11, ou SMA traitées avec BIO101
(SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 6B représente un histogramme illustrant la quantification par densitométrie
de la phosphorylation de AKT au niveau de la moelle épiniére de souris saines
contrdles (CTL VH), de souris SMA traitées avec le véhicule (SMA VH) de PO a P11,
ou SMA traitées avec BIO101 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 6C représente un Western Blot illustrant la phosphorylation de ERK au
niveau de la moelle épiniere de souris saines contrbles (CTL VH), de souris SMA
traitées avec le véhicule (SMA VH) de PO a P11, ou SMA traitées avec BIO101
(SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 6D représente un histogramme illustrant la quantification par densitométrie
de la phosphorylation de ERK au niveau de la moelle épiniére de souris saines
contrdles (CTL VH), de souris SMA traitées avec le véhicule (SMA VH) de PO a P11,
ou SMA traitées avec BIO101 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 6E représente un Western Blot illustrant le niveau d’expression de la
protéine SMN au niveau de la moelle épiniére de souris saines contrbles (CTL VH),
de souris SMA traitées avec le véhicule (SMA VH) de PO a P11, ou SMA traitées
avec BIO101 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 6F représente un histogramme illustrant la quantification par densitométrie
de la protéine SMN au niveau lombaire de la moelle épiniére de souris saines
contrdles (CTL VH), de souris SMA traitées avec le véhicule (SMA VH) de PO a P11,
ou SMA traitées avec BIO101 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 7A est une image représentative de marquage en immunofluorescence
des motoneurones (anti-Choline Acétyltransférase) sur une coupe transversale de
la région lombaire de la moelle épiniere de souris contrbles saines (Contréle
Véhicule) ;

La figure 7B est une image représentative de marquage en immunofluorescence

des motoneurones (anti-Choline Acétyltransférase) sur une coupe transversale de



10

15

20

25

30

CA 03133227 2021-09-10

WO 2020/187678 PCT/EP2020/056590
14

la région lombaire de la moelle épiniere de souris SMA traitées au véhicule de PO a
P11 (SMA Véhicule) ;

La figure 7C est une image représentative de marquage en immunofluorescence
des motoneurones (anti-Choline Acétyltransférase) sur une coupe transversale de
la région lombaire de la moelle épiniere de souris SMA traitées au BIO101 de PO a
P11 (SMA BIO101) ;

La figure 7D représente un histogramme du nombre total de motoneurones par
coupe par hémi moelle épiniere ventrale de souris saines contrdles (contrOle
véhicule), SMA traitées au véhicule (SMA véhicule) de PO a P11, SMA traitées avec
BIO101 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 7E représente un histogramme du nombre de motoneurones latéraux et
distaux par coupe par hémi moelle épiniére ventrale de souris saines contrbles
(contrble véhicule), SMA traitées au véhicule (SMA véhicule) de PO a P11, SMA
traitées avec BIO101 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 7F est un histogramme représentant la distribution des motoneurones
selon leur surface de soma, par coupe par hémi moelle épiniére ventrale de souris
saines contrbles (contrbéle véhicule), SMA traitées au véhicule (SMA véhicule) de
PO a P11, SMA traitées avec BIO101 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La Figure 8 est un histogramme représentant la répartition du nombre des différents
types de motoneurones (lents, intermédiaires et rapides) dans les groupes de souris
contrbles saines (contrle véhicule n=5), SMA traitées avec le véhicule (SMA
véhicule, n=5) de PO a P11, ou SMA traitées avec BIO101 (SMA BIO101, n=6) de
PO a P11 ; Les motoneurones lents sont caractérisés par I'expression des
marqueurs ChAT+ERRB+, les motoneurones rapides par I'expression des
marqueurs ChAT+MMP9+ et les motoneurones intermédiaires par I'expression des
marqueurs ChAT+ERRB-MMP9-. La significativité est considérée atteinte pour
p<0.05. “** indique une différence significative comparée au groupe de souris
contrbles véhicule. “#” indique une différence significative comparée au groupe de
souris SMA véhicule.

La Figure 9A représente des photos de marquage en immunofluorescence de la
jonction neuromusculaire par les différents marqueurs de la face pré-synaptique
(Neurofilament et SNAP25) et de la face post-synaptique (a-bungarotoxine). Le
marquage au bis-benzimide permet d’identifier les noyaux. La barre d’échelle
représente 10um.
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La Figure 9B est un histogramme représentant la répartition du pourcentage des
différents types de jonctions neuromusculaires en fonction de leur état de
maturation (de forme dite « bretzel » : matures ; perforées : en cours de maturation ;
ou uniformes : immatures) dans le muscle Plantaris dans les groupes de souris
contrbles saines (contréle véhicule, n=4), SMA traitées avec le véhicule (SMA
véhicule, n=4) de PO a P11, ou SMA traitées avec BIO101 (SMA BIO101, n=4) de
PO a P11. “*” indique une différence significative (p<0,05) comparée au groupe de
souris contrOles véhicule.

La Figure 9C est un histogramme représentant la répartition du pourcentage des
différents types de jonctions neuromusculaires en fonction de leur état de
maturation (de forme dite « bretzel » : matures ; perforées : en cours de maturation ;
ou uniformes : immatures) dans le muscle Soleus dans les groupes de souris
contrbles saines (contréle véhicule, n=4), SMA traitées avec le véhicule (SMA
véhicule, n=4) de PO a P11, ou SMA traitées avec BIO101 (SMA BIO101, n=4) de
PO a P11. “* indique une différence significative (p<0,05) comparée au groupe de
souris contrbles véhicule. “#” indique une différence significative comparée au
groupe de souris SMA véhicule.

La Figure 9D est un histogramme représentant la répartition du pourcentage des
différents types de jonctions neuromusculaires en fonction de leur état de
maturation (de forme dite « bretzel » : matures ; perforées : en cours de maturation ;
ou uniformes : immatures) dans le muscle Tibialis anterior dans les groupes de
souris contréles saines (contr6le véhicule, n=4), SMA traitées avec le véhicule (SMA
véhicule, n=4) de PO a P11, ou SMA traitées avec BIO101 (SMA BIO101, n=4) de
PO a P11. “* indique une différence significative (p<0,05) comparée au groupe de
souris contrbles véhicule. “#” indique une différence significative comparée au
groupe de souris SMA véhicule.

La Figure 10A représente les performances motrices évaluées par le test Open field
aux jours P5, P7 et P9 des souris contrbles saines (contrdle véhicule, n=13), SMA
traitées avec le véhicule (SMA véhicule, n=11) de PO a P9, ou SMA traitées avec
BIO101 (SMA BIO101, n=12) de PO a P9. Le nombre de “*” indique la différence
significative comparée au groupe de souris contrbles véhicule (*=p<0,05,
**=p<0,01, ***=p<0,001 et ****=p<0,0001).

Figure 10B représente la fatigabilité musculaire évaluée par le grip test aux jours
P5, P7 et P9 des souris contrdles saines (controle véhicule, n=17), SMA traitées
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avec le véhicule (SMA véhicule, n=11) de PO a P9, ou SMA traitées avec BIO101
(SMA BIO101, n=10) de PO a P9. Le nombre de “*” indique la différence significative
comparée au groupe de souris contrbles véhicule (*=p<0,05, **=p<0,01 et
“**=p<0,001).

La figure 11A représente la courbe de poids des souris SMA traitées avec le
véhicule ou avec BIO103 de PO a P11 ;

La figure 11B est une représentation de Kaplan-Meier des courbes de survie pré-
P11 des souris SMA traitées avec le véhicule ou avec BIO101 de PO a P11 ;

La figure 12A est un histogramme représentant la surface de la section transversale
des fibres musculaires du muscle Tibialis anterior (Tibialis) de souris contrbles
saines (contréle véhicule), SMA traitées avec le véhicule (SMA véhicule) de PO a
P11, ou SMA traitées avec BIO103 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 12B est un histogramme représentant la surface de section transversale
des fibres musculaires du muscle Plantaris de souris contrbles saines (contrble
véhicule), SMA traitées avec le véhicule (SMA véhicule) de PO a P11, ou SMA
traitées avec BIO103 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 12C est un histogramme représentant la surface de section transversale
des fibres musculaires du muscle Soleus de souris contrbles saines (contrble
véhicule), SMA traitées avec le véhicule (SMA véhicule) de PO a P11, ou SMA
traitées avec BIO103 (SMA BIO101) de PO a P11 ;

La figure 13A est un histogramme représentant la distribution des fibres musculaires
du muscle Tibialis anterior (Tibialis) selon la surface de section transversale, de
souris SMA traitées avec le véhicule (SMA véhicule) de PO a P11, ou SMA traitées
avec BIO103 (SMA BIO103) de PO a P11 ;

La figure 13B est un histogramme représentant la distribution des fibres musculaires
du muscle Plantaris selon la surface de section transversale, de souris SMA traitées
avec le véhicule (SMA véhicule) de PO a P11, ou SMA traitées avec BIO103 (SMA
BIO103) de PO a P11 ;

La figure 13C est un histogramme représentant la distribution des fibres musculaires
du muscle Soleus selon la surface de section transversale, de souris SMA traitées
avec le véhicule (SMA véhicule) de PO a P11, ou SMA traitées avec BIO103 (SMA
BIO103) de PO a P11 ;
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Description des modes de réalisation
L’invention sera décrite ci-aprés dans le contexte particulier de certains de ses

domaines d’application préférés, non limitatifs.

1. Procédé de purification de BIO101
BIO101 est préparé a partir de 20-hydroxyecdysone pure a de I'ordre de 90%, selon

les étapes suivantes :
i) dissolution a chaud de 20-hydroxyecdysone pure a de l'ordre de 90%
dans du méthanol, filtration et concentration partielle,
i} ajout de 3 volumes d’acétone,
iii) refroidissement a une température comprise entre 0 et 5°C, sous
agitation,
iv) filtration du précipité obtenu,
v) ringages successifs avec de I'acétone et de I'eau, et
vi) séchage.
Cette purification met en jeu un processus de recristallisation approprié a cette
molécule et apte a étre réalisé a I'échelle industrielle.
La filtration de I'étape i) est réalisée grace a un filtre a particules de 0,2 um.
La concentration partielle de I'étape i) est avantageusement effectuée par distillation
sous vide, a une température de I'ordre de 50°C, en présence de MeOH.
L'étape vi) de séchage est effectuée sous vide a une température de l'ordre de
50°C.

2. Procédé de synthése de BIO103
BIO103 est obtenu par hemi-synthése a partir de 20-hydroxyecdysone puis

purification au grade pharmaceutique selon le procédé de préparation suivant :
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[Chem. 3]

gﬁ‘

Br,/MeOH

B
20°C/20h

‘ PCC
i

BiO101 Poststérone

Pyridine L
20°Cl4h

EtSH
K.COJ/DMF
20°C/20h

A1 Blo103

Schéma de synthése de BIO103 en 3 étapes :
[} coupure oxydante de la chaine latérale de la 20-hydroxyecdysone entre
les carbones C20 et C22 pour obtenir la poststérone (protocole connu de
’homme du métier),
I} introduction d’'un atome de brome en position C21,
[} réaction du composé bromé ainsi obtenu avec de I'éthane-thiol.

3. Activité biologique de BIO101 et BIO103

a. Analyse phénotypique des effets de BIO101

Un modéle de souris SMA sévére a été utilisé sur fonds génétique FVB/NR;,
caractérisé par l'invalidation de I'exon 7 du géne murin Smn et exprimant 2 copies
du transgéne humain SMN2 (SmnA7A7 - huSMN2++) (Hsieh et al., 2000). Les souris
issues de ces croisements ayant le génotype « FVB/NRj-Smn27A7 huSMN2++ 2
copies » sont décrites comme « SMA ». Ces souris se caractérisent par un défaut
de croissance progressif qui s’observe a partir de 4 jours post-natal et présentent
une dégénérescence d’environ 50% des motoneurones de la corne ventrale de la
moelle épiniére en fin de vie, une atrophie musculaire progressive et une durée de
vie moyenne de 12 jours environ (Hsieh et al., 2000). Les souris ayant le génotype
« FVB/NRj-Smn*27 huSMN2++ 2 copies » ne présentent aucun phénotype
particulier et sont utilisées comme souris dites « contrdles ». Les souris ont été

traitées par gavage quotidien a une dose de 50mg/kg, soit avec la molécule BIO101
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complexée a un véhicule (dans le cas présent la cyclodextrine), soit avec le véhicule
seul (VH). Le poids et la survie ont été analysés quotidiennement jusqu’a P11. Dans
la suite de la description, n correspond a la taille de I'échantillon et p correspond a
la « valeur p » utilisée pour quantifier la significativité statistique d’'un résultat.

Les résultats démontrent que BIO101 seul (n=18, avec n pour la taille de
'échantillon), en traitement oral quotidien des la naissance des souris, permet de
limiter significativement (p<0,05) la perte de poids des animaux visible dés 9 jours
post-natal en comparaison a des animaux traités avec le véhicule (n=22) (Figure
1A) et diminue de maniére significative (p<0,05) la mortalité pré-P11 des animaux
traités (Figure 1B).

b. Analyse des effets trophiques musculaires de BIO101

A P11, une heure aprés leur dernier gavage, les souris traitées ont été anesthésiées
avec du pentobarbital 1% a 6uL/g de souris puis les muscles extenseur Soleus, a
typologie mixte, extenseur Plantaris, a typologie rapide, et fléchisseur Tibialis, a
typologie rapide, ont été prélevés pour réaliser des études histologiques ou
moléculaires.

Apres prélevement, les muscles Soleus, Plantaris et Tibialis ont été inclus
individuellement dans un milieu de conservation puis congelés dans l'isopentane
refroidi. Pour chaque muscle, des sections médiales transverses de 10um
d’épaisseur ont été réalisées. Ces sections ont été colorées a I'’Hématoxyline-
Eosine, déshydratées et montées dans un milieu d’inclusion. Les images de ces
sections ont été réalisées avec un microscope (avec un grossissement x200). Afin
d'obtenir des images avec une impression de relief, la technique de contraste
interférentiel différentiel a été utilisée. A partir de ces images, le nombre de fibres
musculaires de chaque muscle et la surface de section transverse de 20% de ces
fibres ont été comptées en utilisant un logiciel de traitement d'image (Figure 2).
L’analyse histologique des coupes transversales des muscles prélevés colorées a
'Hématoxyline-Eosine, montre un effet bénéfique de BIO101 sur laplasie
musculaire (nombre de fibres musculaires). En effet, dans le Tibialis, le nombre de
fiores musculaires des souris SMA traitées avec BIO101 augmente
significativement comparé au nombre de fibres des animaux traités avec le véhicule
(respectivement 2358 et 2069 fibres (+14%), p<0,05).
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De maniere intéressante, I'atrophie musculaire présente chez les souris SMA est
limitée par le traitement, quelles que soient la nature et la typologie des muscles.
En effet, le traitement par BIO101 permet de limiter significativement I'atrophie des
trois muscles étudiés : fléchisseur ou extenseur.

L’atrophie des fibres musculaires dans un contexte SMA (Figure 3A) par rapport a
des souris saines contrdles (Figure 3B) est bien visible sur les coupes histologiques
de Tibialis et la quantification de la surface de section transversale des fibres
musculaires montre que cette atrophie est de 56,1% dans le Tibialis de souris SMA
(n=4) par rapport a des souris contrbles (n=4) (Figure 3D). Cette atrophie est réduite
significativement (p<0,05) a 32,7% a P11 grace a un traitement avec BIO101 (n=4)
(Figure 3C et Figure 3D). Il en est de méme pour le Plantaris ou I'on observe une
atrophie significative des fibres musculaires de 46% chez les souris SMA par
rapport aux souris saines contrdles (p<0,05) et ou le traitement par BIO101 limite
significativement cette atrophie a 17,9% (p<0,05) (Figure 3E) et dans le Soleus
(50,2% pour des souris SMA comparées au contrble (p<0,01) versus 37,8% avec
un traitement avec BIO101, p<0,05) (Figure 3F).

Afin de réaliser une analyse plus fine des effets de BIO101 sur latrophie, la
distribution des fibres musculaires par catégories de surface de section transversale
a été évaluée. Selon leur nature, les fibres musculaires ont une surface de section
transversale différente. Les fibres de type |, caractérisées par une contraction lente,
ont une taille inférieure a celle des fibres de type Il, caractérisées par une
contraction rapide. La réduction significative de I'atrophie par la molécule BIO101
observée avec un traitement des souris SMA de PO a P11, se traduit par un effet
significatif de ce traitement sur la distribution des fibres selon leur surface de section
transversale dans les trois muscles étudiés des souris SMA traitées avec BIO101
en comparaison avec les souris SMA traitées avec le véhicule (Figures 4A, 4B et
4C). Dans le muscle Tibialis des souris SMA traitées avec BIO101 de PO a P11, on
observe une augmentation significative de la proportion de fibres ayant une surface
de section transversale comprise entre 400 et 800 um? tandis que la proportion de
fibores ayant une surface de section transversale comprise entre 100 et 200 pm?
diminue significativement (p<0,05) par rapport au groupe de souris SMA véhicule
(Figure 4A). Dans le muscle Plantaris et dans le Soleus des SMA traitées avec
BIO101 de PO a P11, on observe une augmentation de la proportion de fibres ayant
une surface de section transversale entre 200 et 400 um? accompagnée d’une
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diminution de celles ayant une surface de section transversale entre 0 et 100 um?
pour le muscle Plantaris (Figure 4B) et de celles ayant une surface de section

transversale entre 100 et 200 um? pour le Soleus (Figure 4C).

c. Analyses moléculaires

Des études antérieures ont permis de démontrer une sous-activation de la voie
AKT/CREB et une sur-activation de la voie ERK/Elk-1 associées a une faible
expression de la protéine SMN au niveau de la corne ventrale de la moelle épiniére
des souris transgéniques « FVB/NRj-Smn2727 huSMN2++ 2 copies » utilisées
comme modele murin sévere d’amyotrophie spinale de type Il, suggérant un réle de
ces voies dans la maladie (Branchu et al., 2013).

Le muscle Plantaris congelé a été homogénéisé dans du tampon d’extraction par
un broyage mécanique. Le surnageant contenant I'extrait protéique a été prélevé,
puis les extraits protéiques ont ensuite été dosés selon la méthode de Lowry. Une
électrophorese sur gel SDS-PAGE a été réalisée, puis les protéines séparées ont
été transférées sur membranes. Les anticorps primaires utilisés sont les suivants :
monoclonal de souris anti-SMN (1:5000), polyclonal de lapin anti-Ser 473 phospho-
AKT (1:1000), polyclonal de lapin anti-AKT (1/100), monoclonal de lapin anti
phospho-ERK 1/2 (1:500), anti-MAP Kinase 1/2 (ERK 1/2) (1:1000). Apres avoir été
rincées, les membranes ont été incubées avec des anticorps secondaires anti souris
(1:5000) ou anti lapin (1:5000) conjugués a la peroxydase. Aprés l'utilisation des
anticorps primaires, les complexes anticorps-antigénes ont été rompus par
incubation dans une solution de dissociation puis les membranes sont incubées de
nouveau avec les anticorps de lapin anti-AKT et anti-MAP Kinase 1/2 (ERK 1/2)
(1:1000). Les complexes d’anticorps ont été révélés par chimioluminescence et ont
été imagés par un appareil d’acquisition d’images numériques d’un échantillon de
gel, de membrane ou de film. La densité optique de chaque bande spécifique a
quant a elle été quantifiée avec un logiciel de traitement d'image en soustrayant le
fond et en normalisant avec la densité optique des bandes de B-actine. Pour les
contrfles traités avec le véhicule, les valeurs obtenues ont été déterminées a 1 et
les valeurs des autres groupes ont été normalisées par rapport a ces contrdles et
exprimées en quantité relative. Les animaux issus de chaque groupe ont été
obtenus en réalisant des expériences indépendantes et en utilisant différentes

membranes sur lesquelles chaque groupe a été comparé avec les controles. Les
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valeurs quantitatives de pAKT au niveau du Plantaris représentent 3 souris par
groupe traité avec le véhicule (contréle ou SMA) et 4 souris traitées avec BIO101.
Les valeurs quantitatives de pERK au niveau du Plantaris représentent au moins 4
souris par groupe. Les valeurs quantitatives de SMN représentent n=2. Concernant
les valeurs quantitatives de pAKT au niveau de la moelle épiniére, elles
représentent n=2 souris par groupe pour pAKT et pERK, tandis qu’elles
représentent n=4 par groupe pour le niveau de SMN.

L’analyse moléculaire dans le muscle Plantaris confirme que la voie AKT est bien
sous-activée (Figures 5A et 5B) au profit de la voie ERK (Figures 5C et 5D) chez
les souris SMA par rapport aux souris controles véhicules (CTL VH) (Branchu et al.,
2013). Le traitement de 11 jours avec BIO101 permet d’'inverser ce rapport dans les
muscles des souris traitées de PO a P11 en augmentant trés fortement la
phosphorylation de AKT (pAKT) (Figure 5B) tandis que le niveau de
phosphorylation de ERK (pERK) est trées diminué (Figure 5D). Cette situation
bénéfique et déja démontrée comme impliquée dans la surexpression de la protéine
SMN (Branchu et al., 2013). Comme attendu, la protéine SMN n’est quasiment pas
exprimée chez des animaux SMA par rapport a des animaux contrOles sains.
Néanmoins, et de maniere tout a fait étonnante, aucune modification du niveau
d’expression de SMN n’a pu étre observée aprés un traitement avec BIO101,
suggérant une régulation moléculaire originale (Figures 5E et 5F).

Cette balance des voies de signalisation entre ERK et AKT est également retrouvée
au niveau de la moelle épiniére des souris SMA. En effet, on observe une franche
diminution de phosphorylation d’AKT (pAKT) chez des souris SMA (Figures 6A et
6B) par rapport aux souris contréles saines (CTL VH) tandis que la phosphorylation
d’ERK (pERK) augmente (Figure 6C et 6D). Le traitement quotidien des souris
SMA, pendant 11 jours avec BIO101, restaure partiellement cette balance dans la
moelle épiniere des animaux en augmentant le niveau de pAKT et en diminuant
celui de pERK (Figures 6B et 6D). De maniere attendue dans ce modéle, la
protéine SMN n’est pas exprimée chez les souris SMA. Comme observé dans le
muscle Plantaris, le traitement avec BIO101 ne permet pas la restauration du niveau

de SMN chez des souris SMA traitées pendant 11 jours (Figures 6E et 6F).
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d. Analyse des motoneurones

Une étude quantitative et qualitative des populations de motoneurones sur des
coupes épaisses de la région lombaire de la moelle épiniére (L1-L5) de souris
contrbles saines ou SMA traitées avec le véhicule ou avec BIO101 pendant 11 jours
a été réalisée par marquage immunofluorescent de la Choline AcétylTransférase
(ChAT) tel que cela a été décrit précédemment (Biondi et al., 2008 ; Boyer et al.,
2013). L'analyse a ensuite été raffinée par une étude des différentes sous-
populations motoneuronales en caractérisant leur localisation dans la moelle
épiniere (position latérale ou médiale), ainsi que la distribution de la taille de leur
soma.

Les souris anesthésiées ont été perfusées en intracardiaque avec du PBS. Les
moelles épiniéres des souris ont été prélevées, fixées puis rincées. La région
lombaire des moelle épiniére (L1-L5) a été enrobée dans une solution d’agarose a
4%. Des sections transversales de 50 um ont été réalisées a 'aide d’un vibratome
sur toute la longueur de I'échantillon. Une section toutes les 5 sections de moelle
épiniere a été ensuite utilisée pour les analyses immunohistochimiques. Aprés une
saturation en glycine 0,1M, les tissus ont ensuite été perméabilisés, bloqués puis
marqués avec un anticorps primaire polyclonal de chévre anti-choline
acétyltransférase (ChAT) (1/400°). Les coupes sont ensuite lavées puis incubées
avec l'anticorps secondaire polyclonal anti-chévre couplé a la Cyanine 3 (1:400°).
Les noyaux sont marqués a 'aide de Bisbenzimide (1/1000°) puis les coupes sont
lavées a nouveau avant d’étre montées avec un inhibiteur du photoblanchiment des
colorants fluorescents. La spécificité du marquage est vérifiée grace a un marquage
contrble effectué en I'absence de I'anticorps primaire.

Les images ont été obtenues en utilisant une caméra montée sur un microscope a
un grossissement x200 et couplée a une unité centrale de traitement de type
microordinateur comprenant notamment un logiciel adéquat pour l'acquisition
d'images. Tous les comptages ont été réalisés en utilisant un logiciel de traitement
d'images.

En immunofluorescence, les motoneurones marqués avec l'anticorps anti-ChAT
sont bien identifiables en gris clair sur les figures au niveau de la corne ventrale de
la moelle épiniére (Figures 7A, 7B et 7C). Le nombre de motoneurones par coupe
par hémi-moelle épiniére ventrale a été déterminé pour chacun des trois groupes

de souris. De maniére attendue, le nombre de motoneurones (n=5) des souris SMA
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diminue significativement (Figure 7B) par rapport au nombre de motoneurones
(n=5) retrouvé au niveau du groupe de souris saines controle (Figure 7A). En effet,
cette dégénérescence motoneuronale est de 25% entre ces deux groupes (p<0,05)
(Figure 7D). De maniére tout a fait intéressante, on observe qu’aprés 11 jours de
traitement quotidien avec BIO101, le nombre de motoneurones est significativement
plus important (p<0,05) chez ces souris SMA (Figure 7C) que chez les souris SMA
traitées avec le véhicule (n=5). Ainsi, on observe que le traitement par BIO101 limite
significativement la dégénérescence des motoneurones due a la pathologie et que
le traitement exerce un effet neuroprotecteur significatif avec une perte des
motoneurones qui se limite a 13% dans le groupe traité avec la molécule BIO101
(Figure 7D).

L'analyse quantitative a ensuite été raffinée, d’'une part, en étudiant les différentes
sous-populations motoneuronales en analysant leur localisation dans la moelle
épiniere (position latérale ou médiale), et d’autre part, en étudiant la distribution de
la surface de leur soma.

On observe que le nombre de motoneurones latéraux (qui innervent les muscles
distaux) est plus important chez des souris SMA traitées avec BIO101 par rapport
a des souris SMA qui ont recu le véhicule, tandis qu’il n’y a pas d’effet significatif
sur les motoneurones médians (Figure 7E).

L’analyse de la surface du soma des motoneurones montre, tel qu'attendu, une
atrophie des motoneurones chez les souris SMA traitées au véhicule par rapport
aux souris contréles saines avec une augmentation significative du nombre de
motoneurones ayant une surface de leur soma inférieure a 600 um? (p<0,05).
Parallélement a cela, on observe chez les souris SMA une perte des motoneurones
ayant un soma d'une surface supérieure a 900 pm? (p<0,05) (Figure 7F). Le
traitement par BIO101 permet, quant a lui, de limiter cette atrophie des
motoneurones en limitant de maniére significative le nombre de petits
motoneurones avec une surface de soma inférieure a 300 um? (p<0,05) (Figure
7F). Il est important de noter que, dans le cadre de la SLA, il a été décrit que les
unités motrices ne sont pas affectées de maniére homogéne par le processus
pathologique. En effet, le modele murin pré-symptomatique de la maladie a mis en
évidence la dégénérescence préférentielle des unités motrices de type FF (Fast
Fatiguable) mettant en jeu des motoneurones avec un soma de grande surface (Pun
et al., 2006). Une dégénérescence différentielle similaire a également été rapportée
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chez les patients (Dengler et al., 1990; Theys, Peeters et Robberecht, 1999). Ainsi,
diminuer la proportion de motoneurones de petite surface au profit de ceux avec
une surface de soma plus grande pourrait étre une approche intéressante dans le
cadre d’une pathologie telle que la SLA.

De maniére complémentaire a 'analyse quantitative du nombre de motoneurones
et de la taille de leur soma ainsi que de I'étude qualitative concernant leur
localisation (médiane ou latérale dans la moelle épiniére ventrale), nous avons
étudié I'impact du traitement par BIO101 sur la protection des sous-populations de
motoneurones (motoneurones lent, motoneurones intermédiaires et motoneurones
rapide). Cette analyse qualitative des sous-populations de motoneurones a été
réalisée sur des coupes épaisses de la région lombaire de la moelle épiniére (L1-
L5) de souris contrbles ou SMA traitées ou non avec BIO101 par marquage
immunofluorescent de la Choline Acétyltransférase tel que cela a été décrit
précédemment (Biondi et al., 2008 ; Branchu et al., 2013) ainsi qu’'une analyse du
type de motoneurones par des co-marquages en immunofluorescence avec
I Estrogen-related recepteur-8 (ERRB), marqueur spécifique des motoneurones
lents, ou avec la Matrix metallopeptidase 9 (MMP9), marqueur spécifique des
motoneurones rapides.

Les souris anesthésiées ont été perfusées en intracardiaque avec du PBS. Les
moelles épinieres des souris ont été prélevées, fixées puis rincées. La région
lombaire des moelles épiniéres (L1-L5) a été enrobée dans une solution d’agarose
a4%. Des sections transversales de 50 um ont été réalisées a l'aide d’'un vibratome
sur toute la longueur de I'échantillon. Une section toutes les 5 sections de moelle
épiniere a été ensuite utilisée pour les analyses immunohistochimiques. Aprés une
saturation en glycine 0,1M, les tissus ont ensuite été perméabilisés, bloqués puis
marqués avec les anticorps primaires suivants : anticorps de chévre anti-ChAT
(1/400e), anticorps de souris anti-ERRB (1/400°), anticorps lapin anti-MMP9
(1/600¢). Apres trois ringages, les anticorps secondaires suivants sont incubés avec
les coupes : anticorps d’ane anti-chévre Cy5 (1/400¢), anticorps d’ane anti-souris
Alexa 488 (1/4008), anticorps d’ane anti-lapin Cy3 (1/400°). Les noyaux sont
marqués a l'aide de Bisbenzimide (1/1000e) puis les coupes sont lavées a nouveau
avant d’étre montées avec un inhibiteur du photoblanchiment des colorants
fluorescents. La spécificité du marquage est vérifiée grace a un marquage contréle

effectué en I'absence de I'anticorps primaire.
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Les images ont été obtenues en utilisant une caméra montée sur un microscope a
un grossissement x200 et couplée a une unité centrale de traitement de type
microordinateur comprenant notamment un logiciel adéquat pour l'acquisition
d'images. Tous les comptages ont été réalisés en utilisant un logiciel de traitement
d'images.

Le nombre de motoneurones lents (ChAT+ ERRB+) ne varie pas significativement
dans les groupes, qu'il s’agisse des souris saines traitées avec le véhicule, des
souris SMA traitées au véhicule ou avec BIO101 (Figure 8). Dans le groupe des
animaux SMA traités avec le véhicule, on observe une perte significative du nombre
moyen de motoneurones rapides (ChAT+ MMP9+) par rapport au groupe des souris
contréle saines (11 versus 16 respectivement ; p<0,05). Cette perte se fait au
bénéfice des motoneurones de type intermédiaire (ChAT+ ERRb- MMP9-) dont le
nombre est significativement plus élevé dans le groupe de souris SMA véhicule en
comparaison au nombre présent chez des souris saines contrble (7 versus 4 ;
p<0,05).

De maniere intéressante, le traitement par BIO101 de souris SMA favorise
préférentiellement la survie des motoneurones de type rapide (ChAT+ MMP9+). En
effet, dans le groupe de souris SMA traitées avec BIO101, le nombre de
motoneurones rapides est significativement plus élevé que dans le groupe de souris
SMA ayant regu le véhicule (14 versus 11 ; p<0,05).

Par conséquent, le traitement par BIO101 limite la perte motoneuronales observée
dans ce modéle de SMA sévére, en particulier en protégeant les souris de la perte

des motoneurones rapides.

e. Analyse des jonctions neuromusculaires

La SMA est caractérisée par une altération spécifique des jonctions
neuromusculaires induites par le manque de protéine SMN et par la dénervation
induite par la mort spécifique des motoneurones (Kariya et al., 2008 ; Biondi et al.,
2008 ; Chali et al., 2016). Nous avons réalisé une étude morphologique des
jonctions neuromusculaires pour déterminer le degré de maturation et la
fragmentation de la structure mature dite « en bretzel ». Pour cela, nous avons
réalisé des marquages spécifiques des faces présynaptique (Synaptophysine et

Neurofilament) et post-synaptique (a-bungarotoxine) par immunofluorescence
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(Leroy et al., 2014), sur des fibres musculaires dilacérées des muscles soleus,
plantaris et tibialis des souris SMA traitées ou pas, avec la molécule BIO101.

Des coupes longitudinales de 75 um d’épaisseur ont été réalisées au vibratome.
Les coupes sont ensuite saturées en glycine 0,1M avec une faible agitation puis
lavées au PBS. Elles sont ensuite bloquées et perméabilisées avec une solution de
PBS-BSA 4%-serum de chevre 5%-triton 0,5%. Les anticorps primaires anti-
neurofilament (1/800¢) et anti-synaptophysine (SNAP25; 1/200¢) (pour identifier la
face pré-synaptique de la jonction neuromusculaire) sont incubés pendant 48
heures et révélées avec un anticorps secondaire (Anti-lapin AlexaFluor® 647;
1/400°) puis lavées. Enfin, les coupes sont ensuite incubées avec un anti a-
bungarotoxine directement couplé AlexaFluor® 555 (1/500°). Les coupes sont
lavées, et les noyaux sont marqués au bis-benzimide (1/1000e) puis montées entre
lame et lamelles avec un inhibiteur du photoblanchiment des colorants fluorescents
pour une observation en imagerie microscopique en épifluorescence (Figure 9A).
Les jonctions neuromusculaires sont définies et quantifiées selon trois catégories,
de la plus immatures a la plus mature : plaque uniforme, perforée ou de forme
« bretzel ».

Dans tous les muscles étudiés (Plantaris, Soleus, et Tibialis), le pourcentage de
jonctions neuromusculaires uniformes chez des animaux SMA est trés largement
augmenté par rapport a des souris saines contréle. Ce retard de maturation des
jonctions neuromusculaires est attendu et a déja été décrit dans la littérature (Biondi
et al., 2008). En effet, dans le muscle extenseur rapide Plantaris, le pourcentage de
jonctions neuromusculaires immatures a P10 est de 89,7% versus 49,7% chez des
souris contrbles saines (p<0,05) (Figure 9B), dans le muscle extenseur lent Soleus,
le pourcentage de jonctions neuromusculaires immatures est de 84,3% versus
45,7% chez des souris contrbles saines (p<0,05) (Figure 9C), dans le muscle
fléchisseur rapide Tibialis, le pourcentage de jonctions neuromusculaires immatures
est de 69,3% versus 28,7% chez des souris contrbles saines (p<0,05) (Figure 9D).
Lorsque les souris SMA sont traitées quotidiennement avec BIO101, de leur
naissance a P10, on observe une maturation plus importante des jonctions
neuromusculaires dans tous les muscles testés, avec une diminution du
pourcentage de plaques immatures au profit des plaque perforées, qui témoignent
d’'une accélération de la maturation. En effet, dans le muscle plantaris, 16,3% des
jonctions sont de type perforé contre 10,4% chez des animaux SMA ayant regu le
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véhicule (p=ns) (Figure 9B). Cette différence est significative dans les muscles
Soleus (26,5% de jonctions perforées dans le groupe SMA traités contre 15,7%
dans le groupe de souris SMA traitées avec le véhicule, p<0,05, Figure 9C) et dans
le Tibialis (45,7% de jonctions perforées dans le groupe SMA traités contre 30,7%
dans le groupe de souris SMA traitées avec le véhicule, p<0,05, Figure 9D).

Ainsi, ces résultats montrent que le traitement par BIO101 accélere la maturation

des jonctions neuromusculaires.

f. Analyse des capacités motrices dans un modele de souris SMA sévere

Des analyses phénotypiques des souris SMA sévéere de type 2 traitées ou non a
partir de PO avec BIO101 ont été effectuées. Il a été effectué, de maniére
longitudinale tous les deux jours, un test des capacités motrices des souris de P5 a
P9. Les inventeurs ont évalué les capacités de déplacement spontané par le test
open-field, ainsi que la fatigabilité musculaire par grip test, tels que décrits
précédemment (Biondi et al., 2008 ; Branchu et al., 2013 ; Chali et al., 2016).

Le dispositif utilisé pour test en open-field est différent en fonction de 'age des
souris. Pour des animaux de PO a P6, il est constitué d'une boite en plastique de 15
x 15 x 5 cm avec un quadrillage du champ divisé en 25 carreaux de 3 cm x 3 cm.
Pour des animaux de P7 a P21, il est constitué d'une boite en plastique de 28 x 28
x 5 cm avec un quadrillage du champ divisé en 16 carreaux de 7 cm x 7 cm. Les
souris ont été testées individuellement et le dispositif d’évaluation a été lavé apres
chaque session. Chaque souris initialement placée au centre du champ a pu se
déplacer librement pendant 5 minutes. Les mesures comportementales sont
enregistrées par I'expérimentateur pendant ces 5 minutes et le nombre total de
carreaux croisés a été relevé.

De maniére attendue, a tous les temps testés (P5, P7 et P9) les souris SMA traitées
avec le véhicule montrent des performances motrices significativement diminuées
par rapport aux souris saines contréles (Figure 10A). En effet, le nombre de
carreaux qu’elles sont capables de croiser est de 10 a P5, 6 a P7 et 8 a P9 versus
17 a P5, 12 a P7 et 24 a P9 dans le groupe des souris saines contrlles (avec
p<0,01, p<0,0001 et p<0,001 respectivement). A P5, le traitement par BIO101 des
souris SMA n’améliore pas leurs performances motrices (11 carreaux) par rapport
a des souris SMA traitées avec le véhicule (10 carreaux). A P7, la mobilité des souris
traitées avec BIO101 augmente significativement (10 carreaux crois€s) par rapport
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a des souris SMA ayant recu le véhicule (6 carreaux croisés avec p<0,05). A P9,
cette différence n’est pas significative mais le traitement avec BIO101 tend a avoir
un effet bénéfique avec des souris qui sont capables de croiser 11 carreaux dans
le groupe de souris SMA BIO101 par rapport a 8 carreaux dans le groupe SMA
Véhicule, p=ns).

Pour évaluer la fatigabilité musculaire, la force de préhension des pattes antérieures
des souris a été testée de P5 a P9 (grip test). Les souris sont suspendues par leurs
pattes antérieures a une fine tige métallique suspendue en l'air, de maniére
horizontale. Le temps passé a s'accrocher est relevé. Chaque souris a été soumise
a cinq tentatives successives avec une période de repos d’'une minute entre deux
tests. Seul le meilleur essai est conservé pour I'évaluation des fonctions
musculaires.

La fatigabilité musculaire, testée par le grip test, montre, de maniére attendue, que
les souris SMA traitées avec le véhicule ont une fonction musculaire
significativement diminuée par rapport aux souris saines contrble (Figure 10B). En
effet, le temps durant lequel elles sont capables de rester suspendues a la tige
métallique est de 0,2 secondes a P5, 6,2 secondes a P7 et 5,6 secondes a P9
versus 3,3 secondes a P5, 11,4 secondes a P7 et 16,1 secondes a P9 dans le
groupe des souris saines contrbles (avec p<0,01, p<0,01 et p<0,001
respectivement). A P5, le traitement par BIO101 des souris SMA améliore
significativement leurs performances musculaires (2,3 secondes) par rapport a des
souris SMA traitées avec le véhicule (0,2 secondes ; p<0,05). A P7, le traitement
par BIO101 tend a augmenter, mais de maniére non significative, le temps
d’accrochage des souris SMA par rapport a des souris SMA ayant regu le véhicule
(12,2 secondes versus 6,2 secondes respectivement avec p=ns). Enfin, a P9,
BIO101 améliore trés significativement ce parameétre chez les souris traitées avec
BIO101 (20,9 secondes) par rapport a des souris SMA traitées avec le véhicule (5,6
secondes, avec p<0,01).

En conclusion, BIO101 possede des effets bénéfiques sur la motricité volontaire
ainsi que sur la fatigabilité musculaire des animaux SMA.

g. Analyse phénotypique des effets de BIO103
Le méme modele murin de type Il a été utilisé afin de caractériser les effets
phénotypiques de la molécule BIO103 dans un modéle sévere de SMA. Les souris
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ont été traitées par gavage quotidien a une dose de 50mg/kg, soit avec la molécule
BIO103 complexée au véhicule (dans le cas présent la cyclodextrine), soit avec le
véhicule seul (VH). Le poids et la survie ont été analysés quotidiennement jusqu’a
P11.

Les résultats démontrent que BIO103 (n=12), en traitement oral quotidien dés la
naissance des souris, tend a limiter la perte de poids des animaux bien que la
différence n’atteigne pas le seuil de significativité, en comparaison a des animaux
traités avec le véhicule (n=22) (Figure 11A). En revanche, de maniére significative
(p<0,05), BIO103 augmente la survie pré-P11 des animaux traités (66,6% de survie
a P11) par rapport a des souris ayant recu le véhicule (36,3% de survie a P11)
(Figure 11B).

f. Analyse des effets trophiques musculaires de BIO103

L’analyse histologique des coupes transversales colorées a I'Hématoxyline Eosine
des muscles prélevés, montre un effet bénéfique de BIO103 sur l'atrophie
musculaire (surface de section transversale des fibres musculaires).

De la méme fagon qu’avec la molécule BIO101, I'atrophie musculaire présente chez
les souris SMA est limitée par le traitement, quelle que soient la nature et la
typologie des muscles. En effet, le traitement par BIO103 permet de limiter
significativement I'atrophie des trois muscles étudies.

La quantification de la surface des fibres musculaires montre, de maniére attendue,
que cette atrophie est tres marquée et est de 56,1% dans le Tibialis de souris SMA
(n=4) par rapport a des souris contrbles (n=4). Cette atrophie est réduite
significativement (p<0,05) a 22,1% a P11 grace a un traitement avec BIO103 (n=4)
(Figure 12A). Il en est de méme pour le Plantaris pour lequel on observe une
atrophie significative des fibres musculaires de 46% chez les souris SMA par
rapport aux souris saines contrbles (p<0,05) et le traitement par BIO103 limite
significativement cette atrophie a 15,3% (p<0,05) (Figure 12B) et dans le Soleus
(50,2% pour des souris SMA comparées au contrble (p<0,01) versus 37,1% avec
un traitement avec BIO103, p<0,05) (Figure 12C).

Afin de réaliser une analyse plus fine des effets de BIO103 sur latrophie, la
distribution des fibres musculaires par catégories de surface de section transversale
a été évaluée. La diminution significative de l'atrophie par la molécule BIO103
observée avec un traitement des souris SMA de PO a P11, se traduit par un effet
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significatif de ce traitement sur la distribution des fibres selon leur surface de section
transversale dans les trois muscles étudiés des souris SMA traitées avec BIO103
en comparaison avec les souris SMA traitées avec le véhicule (Figures 13A, 13B
et 13C). Dans le muscle Tibialis des souris SMA traitées avec BIO103 de PO a P11,
on observe une augmentation significative de la proportion de fibres ayant une
surface de section transversale supérieure a 400um? tandis que la proportion de
petites fibres ayant une surface de section transversale inférieure a 200 pm?2
diminue significativement (p<0,05) par rapport au groupe de souris SMA véhicule
(Figure 13A). Dans le muscle Plantaris (Figure 13B) et dans le Soleus (Figure
13C) des SMA traitées avec BIO101 de PO a P11, on observe une augmentation de
la proportion de fibres musculaires ayant une surface de section transversale
supérieure a 300 um? accompagnée d’une diminution de celles ayant une surface

de section transversale inférieure a 200 um?2.

4. Conclusion

Compte tenu des propriétés de BIO101 et de BIO103 sur laplasie, I'atrophie
musculaire et sur la dégénérescence des motoneurones de mammiferes atteints
par une amyotrophie spinale infantile, 'utilisation de phytoecdysones, et notamment
de BIO101 et de BIO103 peut donc étre proposée, seule ou en complément d’'un
traitement visant a corriger les effets d'une altération génique, pour préserver le
tissu musculaire ainsi que les motoneurones, et ainsi ralentir I'évolution de maladies
neuromusculaires qui ont pour conséquence la détérioration de fonction musculaire
et/ou la perte motoneuronale. Les maladies neuromusculaires incluent notamment
la sclérose latérale amyotrophique ainsi que 'amyotrophie spinale.

De maniére plus générale, il est a noter que les modes de mise en ceuvre et de
réalisation de l'invention considérés ci-dessus ont été décrits a titre d’exemples non

limitatifs et que d’autres variantes sont par conséquent envisageables.
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Revendications

Composition comprenant au moins de la 20-hydroxyecdysone et/ou au moins
un dérivé hémi-synthétique de 20-hydroxyecdysone pour son utilisation dans le
traitement de d’une affection spécifique des motoneurones chez le mammifére
atteint d’'une maladie neuromusculaire comportant une altération de la fonction
musculaire due a 'affection spécifique des motoneurones.

Composition pour son utilisation selon la revendication 1, dans laquelle la 20-
hydroxyecdysone est sous forme d’extrait de plante ou d’une partie de plante,
ladite plante étant choisie parmi les végétaux contenant au moins 0,5% de 20-
hydroxyecdysone en poids sec dudit végétal, ledit extrait comportant au moins

95%, et de préférence au moins 97%, de 20-hydroxyecdysone.

Composition pour son utilisation selon la revendication 2, comportant de fagon
remarquable entre 0 et 0,05 %, en poids sec de lextrait, d'impuretés
susceptibles d’affecter 'innocuité, la disponibilité ou I'efficacité d’une application
pharmaceutique dudit extrait.

Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 2 a
3, dans laquelle la plante est choisie parmi Stemmacantha carthamoides,

Cyanotis arachnoidea et Cyanotis vaga.

Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a
4, dans laquelle l'altération de la fonction musculaire est engendrée par une

altération de la fonction des motoneurones ou leur dégénérescence.

Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a
5, dans laquelle I'affection des motoneurones résulte d’une altération génétique
chez le mammifére atteint de la maladie neuromusculaire.

Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a
6, dans laquelle la fonction musculaire altérée est celle du muscle strié
squelettique ou du myocarde.

Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a
7, dans laquelle 'altération de la fonction musculaire est liée a une aplasie et/ou

une atrophie.
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12.

13.

14.

15.

38

Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a
8, dans laquelle la maladie neuromusculaire est 'amyotrophie spinale infantile
(SMA) et/ou la sclérose latérale amyotrophique (SLA).

Composition pour son utilisation selon la revendication 9, dans laquelle la 20-
hydroxyecdysone et/ou ledit au moins un dérivé hémi-synthétique de 20-
hydroxyecdysone est utilisé pour traiter au moins une altération génétique
responsable de la SMA ou la SLA.

Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a
10, dans laquelle la maladie neuromusculaire résulte d’'une mutation d’au moins
un gene choisi parmi SMN1, SOD1, TARDBP, VCP, FUS/TLS et COORF72.
Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a
11, dans laquelle le traitement de laffection spécifique des motoneurones
comporte 'amélioration de la survie motoneuronale et/ou I'accélération de la
maturation des jonctions neuromusculaires.

Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a
12, dans laquelle la 20-hydroxyecdysone et/ou ledit au moins un dérivé hémi-
synthétique de 20-ydroxyecdysone est administré a une dose comprise entre 3
et 15 milligrammes par kilogramme par jour chez I'’humain.

Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a
13, dans laquelle la 20-hydroxyecdysone et/ou ledit au moins un dérivé hémi-
synthétique de 20-ydroxyecdysone est administré a une dose de 200 a 1000
mg/jour, en une ou plusieurs prises, chez un humain adulte, et une dose de 5 a
350 mg/jour, en une ou plusieurs prises, chez 'lhumain enfant ou le nourrisson.
Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a
14, comportant au moins un composé de formule générale (1) :

[Chem. 1]
Q—R!

A 1)
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dans laquelle :

V-U est une liaison simple carbone-carbone et Y est un groupement hydroxyle
ou un hydrogene, ou V-U est une liaison éthylénique C=C ;

X est un oxygene,

Q est un groupement carbonyle ;

R' est choisi parmi : un groupement (C1-Cs)W(C1-Cs) ; un groupement (C1-
Cs)W(C1-Ce)W(C1-Cs) ; un groupement (C1-Ce)W(C1-Ce)CO2(C1-Cs); un
groupement (C1-Cs)A, A représentant un hétérocycle éventuellement substitué
par un groupement de type OH, OMe, (C1-Cs), N(C1-Cs), CO2(C1-Cs¢) ; un
groupement CH2Br ;

W étant un hétéroatome choisi parmi N, O et S, de préférence O et encore plus
préférentiellement S.

Composition pour son utilisation selon la revendication 15, dans laquelle dans
la formule générale (I) :

Y est un groupement hydroxyle ;

R' est choisi parmi : un groupement (C1-Cs)W(C1-Cs¢) ; un groupement (Ci-
Cs)W(C1-Ce)W(C1-Cs) ; un groupement (C1-Ce)W(C1-Cs)CO2(C1-Ce); un
groupement (C1-Cs)A, A représentant un hétérocycle éventuellement substitué
par un groupement de type OH, OMe, (C1-Cs), N(C1-Cs), CO2(C1-Ces) ;

W étant un hétéroatome choisi parmi N, O et S, de préférence O et de
préférence encore S.

Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 15
a 16, dans laquelle ledit au moins un composé de formule générale (l) est choisi
parmi :

- n°1:(2S,3R,5R,10R,13R,145,17S)-2,3,14-trihydroxy-10,13-diméthyl-17-(2-
morpholinoacétyl)-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-décahydro-1H-
cyclopenta[a]phénanthren-6-one;

- n°2 : (2S,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-2,3,14-trihydroxy-17-[2-(3-
hydroxypyrrolidin-1-yl)acétyl]-10,13-diméthyl-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-
décahydro-1H-cyclopenta[a]phénanthren-6-one;

-n°3 : (2S,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-2,3,14-trihydroxy-17-[2-(4-hydroxy-1-
pipéridyl)acétyl]-10,13-diméthyl-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-décahydro-1H-

cyclopenta[a]phénanthren-6-one;
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-n°4 : (25,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-2,3,14-trihydroxy-17-[2-[4-(2-
hydroxyéthyl)-1-pipéridyl]acétyl]-10,13-diméthyl-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-
décahydro-1H-cyclopenta[a]phénanthren-6-one;

- n°5 : (25,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-17-[2-(3-
diméthylaminopropyl(méthyl)amino)acétyl]-2,3,14-trihydroxy-10,13-diméthyl-
2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-décahydro-1H-cyclopentala]phénanthrén-6-one;
- n°6 : 2-[2-0x0-2-[(2S,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-2,3,14-trihydroxy-10,13-
diméthyl-6-0x0-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-décahydro-1H-
cyclopenta[a]phénanthren-17-yljéthyl]sulfanylacétate d’éthyle;

- n°7 : (2S,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-17-(2-éthylsulfanylacétyl)-2,3,14-
trihydroxy-10,13-diméthyl-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-décahydro-1H-
cyclopenta[a]phénanthren-6-one;

-n°8 : (25,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-2,3,14-trihydroxy-17-[2-(2-
hydroxyéthylsulfanyl)acétyl]-10,13-diméthyl-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-

décahydro-1H-cyclopenta[a]phénanthrén-6-one.

Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a

17 comportant au moins un composé de formule générale (II) :
[Chem. 2]
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