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étre d’accord sur tout, alors jespére que nous aurons encore de nombreux désaccords et
surtout de nouvelles aventures.

A Charlotte, BN, pour ton authenticité malgré les nombreux changements depuis le lycée.
Et puis aussi, pour tous tes podcasts (promis je les écouterai un jour !). Et jespére que nous
ne sommes plus des filles perdues, cheveux gras.

A Juliette, dont 'amitié ne fait que se renforcer avec le temps qui passe. Merci pour tes
nombreux accueils chaleureux a Paris (et merci a Syndo !).

Aux boules de feu, parce qu’il n’y a pas de saison pour que vive la musique au fond, pas de
saison pour que vive le son. Un bisou particulier a Valoche, tonton Marco, Tomi, Virgule,
Peyo et Barap, mes vieux a moi. Et pour ceux qui veulent voir leur nom écrit, vous
regarderez la these de Schnappi. Fanfare et déguisements, j'vous aime p......
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Aux Copines, on s’est quittées mais on va bientét se retrouver. A Elodie d’abord, pour ses 4
ans au Donjon. Margot (une sorte d’influenceuse pour moi), Armelle (et ses besoins de
massage), Domitille (la Trinité et les blagues salaces), Valentine (son sourire et ses doutes),
Héléne (qui m’a transmis son envie de voyages), Léa (son rire et sa joie de vivre), et Sophie
(toujours de bon conseil). Plein de nouvelles choses a venir jespére.

A Marion, Pauline, Martin et Florian. Les amis de mon ami sont mes amis.

A Jocelyn, la plus chouette des rencontres nancéiennes. On s’éloigne de la Lorraine mais
on se rapproche de Belle-lle ! Merci pour toutes ces soirées et pour le « soutien moral »
apporté a Guillaume en mon absence.

Aux internes de pédiatrie, Mathilde, Mathilde, Lucille, Marion, Eva, Doriane, Héléne,
Laurélia, Marie et Caroline. J'aurais souhaité vivre plus de choses avec vous. Pour celles qui
auraient besoin d'un toit le temps d'un congrés ou d’un DIU dans I'Ouest, la porte est
ouverte.

Et aussi a Marguerite Nathan et Marie et tous les petits jeunes qui ont su offrir un nouveau
souffle et un esprit plus détendu a la pédiatrie lorraine. Et merci a I'AJP.

Aux internes de Thionville de I'été 2015 pour une ambiance comme on les aime.
A Calina pour son immense gentillesse et sa compagnie en cours.

Au Dr Claire Bilbault pour m’avoir soutenue quand jen avais besoin et montré la
neuropédiatrie comme je I'aime.

Au Dr Bonnemains pour le chocolat, les déjeuners et surtout la gentillesse et I'écoute
(Vademecum !).

Aux équipes des services de pédiatrie de Forbach et Thionville, d’hémato-pédiatrie et de
réa péd de Nancy, et aux techniciennes EEG de Nancy.

A I'’équipe de Neuropédiatrie d’Angers, qui m’a accueillie avec beaucoup de gentillesse et
avec qui j’'aurais la joie de travailler de nouveau. Un service a taille humaine et un service
humain tout court. Et merci a Cindy, Coralie et Marie pour ces 6 mois bien agréables dans la
douceur angevine.
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SERMENT

« / \u moment d'étre admise a exercer la médecine, je promets et

je jure d'étre fidéle aux lois de I'hnonneur et de la probité. Mon premier
souci sera de rétablir, de préserver ou de promouvoir la santé dans tous
ses éléments, physiques et mentaux, individuels et sociaux. Je
respecterai toutes les personnes, leur autonomie et leur volonté, sans
aucune discrimination selon leur état ou leurs convictions. J'interviendrai
pour les protéger si elles sont affaiblies, vulnérables ou menacées dans
leur intégrité ou leur dignité. Méme sous la contrainte, je ne ferai pas
usage de mes connaissances contre les lois de I'humanité. Jinformerai
les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs
conséquences. Je ne tromperai jamais leur confiance et n'exploiterai pas
le pouvoir hérité des circonstances pour forcer les consciences. Je
donnerai mes soins a l'indigent et a quiconque me les demandera. Je ne
me laisserai pas influencer par la soif du gain ou la recherche de la
gloire.

Admise dans l'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me sont
confiés. Recue a l'intérieur des maisons, je respecterai les secrets des
foyers et ma conduite ne servira pas a corrompre les meceurs. Je ferai
tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas abusivement
les agonies. Je ne provoguerai jamais la mort délibérément.

Je préserverai l'indépendance nécessaire a l'accomplissement de ma
mission. Je n'entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les
entretiendrai et les perfectionnerai pour assurer au mieux les services
gui me seront demandés.

J'apporterai mon aide a mes confreres ainsi qu'a leurs familles dans
I'adversité.

Que les hommes et mes confreres m'accordent leur estime si je suis
fidele & mes promesses ; que je sois déshonorée et meéprisée si |y
manque ».
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Liste des abréviations

SMA Amyotrophie spinale infantile

SMN 1&2 Survival motor neuron 1 & 2

SMN protein Survival motor neuron protein

ARNm/mRNA ARN messager

ASO oligonucléotide anti-sens

HINE-2 Hammersmith Infant Neurological Exam section 2

CHOP-INTEND Children's Hospital of Philadelphia Infant Test of Neuromuscular Disorders
HFMSE Expanded Hammersmith Functional Motor Scale for SMA

CGlI-I Clinical Global Impressions — Improvement scale
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Introduction

1. Introduction
Les maladies neuro-musculaires infantiles sont nombreuses et variées.

Il s’agit d’un axe important dans la recherche médicale actuelle, soutenu par des actions
publiques et/ou associatives telles que le Téléthon.

Ces pathologies dégradent le plus souvent la qualité de vie et peuvent diminuer I'espérance
de vie.

Parmi ces maladies, I'amyotrophie spinale infantile (SMA : spinal muscular atrophy) restait
jusqu’a récemment une pathologie pour laquelle il n’existait peu voire pas de propositions
thérapeutiques.

L'article présenté dans cette these a pour but d’étudier les effets du traitement par
nusinersen, un nouveau traitement autorisé en France depuis juin 2017, sur I'évolution de
patients atteints d’amyotrophie spinale.

La premiére partie de cette introduction aura pour but d’évoquer les différents diagnostics
différentiels devant une hypotonie néonatale. La deuxieme décrira I'amyotrophie spinale. La
troisieme reprendra les différentes options thérapeutiques ayant été proposées
antérieurement dans cette pathologie. Enfin la quatrieme partie décrira le nusinersen, ses
caractéristiques et son développement.

Suite a cette introduction se trouvera l'article en anglais suivi d’une conclusion sur
I’ensemble du travail.

2. Hypotonie néonatale

La présence d'une hypotonie chez le nouveau-né peut faire évoquer des pathologies diverses
et nombreuses.

En voici la présentation clinique classique® :

- position de « batracien » dans le lit par abduction des hanches associées a une
flexion des genoux,

- la téte ne suit pas le tronc lors de I'épreuve du tiré-assis

- signe du foulard : le coude passe la lighe médiane sans résistance lors d’une traction
sur le membre supérieur

- enfant «glissant entre les mains » de I’examinateur en suspension axillaire

- Incapacité a redresser les jambes et la téte a I’horizontal en suspension ventrale
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Tirés de Together in SMA avec Biogen, s.d.

A ces signes cliniques peuvent s’associer des déformations orthopédiques, des troubles de la
succion-déglutition ou une atteinte respiratoire selon le niveau de la lésion.

Les différents diagnostics a évoquer devant une hypotonie néonatale peuvent étre classés
selon le niveau d’atteinte anatomique? :

- Systeme Nerveux Central : anomalie chromosomique (Prader-Willi, T21...), maladies
métaboliques, séquelles anoxo-ischémiques, atteintes de la moelle épiniére,
malformations cérébrales (lissencéphalie, syndrome de Dandy-Walker...)

- Motoneurone : Amyotrophie Spinale Infantile

- Nerfs : neuropathies héréditaires et acquises, sensitives ou motrices (Charcot-Marie-
Tooth)

- Jonction neuro-musculaire : syndromes myasthéniques congénitaux

-  Muscle: Myopathies congénitales, métaboliques, dystrophies musculaires
congénitales.

Cette liste est évidemment non exhaustive.

La démarche diagnostique classique consiste a rechercher en 1¢" lieu une atteinte associée
de I'éveil de I'enfant pouvant permettre de s’orienter vers une origine centrale. Devant une
suspicion d’atteinte centrale I'examen a privilégier est I'imagerie cérébrale. Dans le cas
contraire, des analyses en biologie moléculaire seront préconisées. Le séquencage ADN a
haut débit (ou NGS) est désormais utilisé. En cas de dysmorphie faciale une étude génétique
par analyse chromosomique sur puce a ADN (ACPA ou CGH-Array) pourra étre réalisée3.
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Dans la SMA, I'amyotrophie est généralement symétrique et prédomine en proximal et aux
membres inférieurs. Les réflexes ostéo-tendineux sont diminués voire abolis mais la
sensibilité est conservée. On peut observer des fasciculations, en particulier linguales. L’éveil
n’est pas altéré, évoquant une origine périphérique. Une étude génétique est nécessaire a la
confirmation.

3. Amyotrophie spinale
Il s’agit d’'une pathologie dégénérative génétique concernant environ 1/11000 naissances.
Elle est la 2¢ pathologie génétique récessive la plus meurtriere.

Le mode de transmission est autosomique récessif. Les porteurs asymptomatiques de la
mutation (hétérozygotes) en France représentent 1 personne sur 40 dans la population
générale*. Un couple de porteurs a donc 1 risque sur 4 d’avoir un enfant atteint et 1 risque
sur 2 d’avoir un enfant porteur sain.

Les troubles sont liés a la dégénérescence du motoneurone de la corne antérieure.

Le gene responsable de la pathologie est le gene de survie des motoneurones (Survival
Motor Neuron, SMN), identifié en 1995. Il existe différentes copies du géne chez I'étre
humain: 2 copies SMN1 (une sur chaque chromosome 5) et plusieurs copies SMN2
(spécifique a I'étre humain). Les deux ne différant que de quelques nucléotides (5)°.
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La maladie peut étre la conséquence soit d’une délétion (95%), soit d’'une mutation soit d'un
réarrangement homogene au niveau du locus 5g13. Tous les patients ont au moins 1 copie
de SMN2 mais celui-ci aboutit dans la plupart des cas a un épissage alternatif sans inclusion
de I'exon 7 et donc a la production d’'un ARN messager (ARNm) tronqué. La protéine
résultant de cet ARNm est donc non-fonctionnelle et rapidement dégradée. Cependant dans
10% a 25% des cas, I'épissage est correctement réalisé, permettant la production d’une
protéine SMN fonctionnelle®. Ce systétme permet un développement suffisant au niveau
embryonnaire mais est insuffisant pour assurer la survie a long-terme des motoneurones.
Ainsi méme si un méme nombre de copies de SMN2 peut aboutir a une clinique variable, il
est observé qu’un plus grand nombre de copies résulte en une atteinte moindre.

Un diagnostic génétique doit étre réalisé chez les patients a la clinique évocatrice par
recherche d’une délétion homozygote du géne SMN1 par PCR (100% spécificité, 95%
sensibilité).

L’histoire naturelle de la SMA débute par une phase pré-clinique qui peut étre tres bréve
dans les types 1 ou durer plusieurs années dans les types 3. Elle est suivie d’'une phase
subaigué avec une perte motrice progressive. Les symptomes sont une faiblesse musculaire
progressive et parfois une perte de fonction motrice. Enfin s’installe la phase chronique.

Type 1: Le plus sévére et également le plus répandu puisqu’il représente environ 50% des
cas de SMA. Il est caractérisé par un début précoce avant 6 mois, avec des symptoémes
parfois visibles dés la naissance (alors parfois appelé type 0). Les symptomes sont dominés
par une hypotonie sévére avec paralysie flasque. Les enfants n’acquiérent le plus souvent
pas la tenue de téte et ne peuvent étre assis sans aide. L’atteinte respiratoire est importante
avec une respiration paradoxale liée a I'atteinte des muscles intercostaux en opposition a
une fonction diaphragmatique intégre. Ces troubles résultent progressivement en une
déformation thoracique. On trouve également une atteinte bulbaire avec des fasciculations
linguales assez caractéristiques de la maladie ainsi que des troubles de succion-déglutition,
augmentant le risque de pneumopathie d’inhalation. L'espérance de vie est généralement
inférieure a 2 ans. Les décés sont principalement liés aux complications respiratoires®.

Type 2 : De sévérité intermédiaire, ce type débute entre 7 et 18 mois et les patients sont
généralement capables d’acquérir une position assise sans aide, parfois perdue plus tard au
cours de I’évolution. Certains sont capables de tenir debout avec aide mais la marche ne
peut étre acquise. Les complications peuvent étre bulbaires comme dans le type 1,
respiratoires avec une évolution progressive vers une insuffisance respiratoire et également
orthopédiques avec I'apparition d’une cyphoscoliose.

Type 3: D’apparition plus tardive, ces patients acquiérent pour la plupart une marche
indépendante, bien qu’elle puisse disparaitre par la suite. L’atteinte est beaucoup plus
hétérogene tant dans sa topographie que dans son évolution. L'espérance de vie n’est peu
voire pas limitée.

Type 4 : Les signes apparaissent vers 20 a 30 ans aprés un développement moteur sans
anomalie.
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L’étude présentée dans ce travail concernait uniquement les patients atteints d’un type 1
ou 2. La gravité de cette pathologie a motivé de nombreux essais thérapeutiques.

4. Tentatives thérapeutiques

Depuis de nombreuses années les tentatives thérapeutiques se sont enchainées avec le plus
souvent pour but d’inciter le gene SMIN2 a produire une protéine SMN complete en plus
grande quantité’®. La protéine SMN est une protéine importante dans le spliceosome
(particules ribonucléoprotéiques du systéeme d’épissage) du motoneurone médullaire.

Une des premiéres molécules étudiées pour le traitement de la SMA était une anthracycline,
I’Aclarubicine (ou aclacinomycine A) (utilisée en cancérologie). Le traitement n’a jamais été
développé dans la SMA en raison de sa toxicité. Cependant sa capacité a modifier I'épissage
a constitué une piste de recherche pour d’autres thérapeutiques.

Le sodium butyrate, inhibiteur des histone-désacétylases, permettait I'augmentation
d’expression du géne SMN2 et de sa protéine mais également d’autres génes humains.
Malheureusement la demi-vie tres courte du sodium butyrate n’a pas permis de développer
cette option. Suite a cela des essais ont été réalisés concernant d’autres inhibiteurs des
histone-désacétylases : acide valproique (2003) et phenylbutyrate (2004).

Les études ont ensuite ciblées des inhibiteurs des histone-désacétylases d’action plus
spécifique telle que la trichostatine A.

L’hydroxyurée, inhibitrice de la ribonucléotide réductase a fait I'objet de nombreuses
études de par sa capacité a augmenter les ARNm integres du gene SMN 2. De plus, sa
biodisponibilité était satisfaisante, sa toxicité faible et son administration orale facile.

L'olésoxime, initialement étudiée dans la sclérose latérale amyotrophique, agit sur les
mitochondries dans un but de neuroprotection en favorisant la survie des motoneurones®.
Des études sont encore en cours pour cette molécule, les premiers résultats de phase Il sur
des patients de type 2 et 3 n’étant pas significatifs©.

Le Salbutamol (un beta2 mimétique) quant a lui a longtemps été utilisé chez des patients
avec SMA. Son mécanisme d’action sur le géne SMN2 et la protéine résultante n’a pas été
totalement élucidé mais de nombreuses études avaient montré sa capacité a augmenter la
production d’ARNm complet de SMN2 et ainsi la force des muscles squelettiques. Ce
traitement présentait cependant des risques au niveau cardiaque justifiant un suivi régulier
de la fonction cardiaque?3,

De nombreuses autres tentatives peuvent également étre évoquées telles que la
Gabapentine, le Riluzole qui ne permettait pas d’amélioration fonctionnelle ou encore
I'indoproféne (un AINS) retiré du marché pour risques d’hémorragie digestive.

Enfin, les chercheurs ont découvert un nouveau moyen d’action sur I'épissage de SMN2 en
utilisant des oligonucléotides anti-sens (ASO) spécifiques de la région manquante de SMIN2.
En se liant au pré-ARNm, ils permettent d’inhiber I'épissage alternatif responsable d’'un
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ARNmM tronqué et ainsi augmentent le nombre d’ARNm de SMN2 intégres et donc de
protéines SMN completes.

C’est de ce mécanisme d’action que découlent les effets du nusinersen.

5. Nusinersen

Le nusinersen est un 2’-O-methoxyethyl phosphorothioate oligonucleotide anti-sens. Son
but est de limiter les ARNm sans exon 7 produit par I'épissage alternatif du gene SMN 2 et de
promouvoir les ARNm contenant I'exon 7, augmentant ainsi le nombre de protéines SMN
fonctionnelles. Son mécanisme d’action consiste en une liaison a un site d’inactivation de
I’épissage intronique (ISS-N1) présent dans I'intron 7 de I’ARN pré-messager de SMN2.

Mécanisme d’action du nusinersen

exon intron nusinersen ARN SMN2 Protéine
SMN
m (fonctionnelle)
) \
Géne SMN2 Pré-ARN SMN2 ™. ARN SMN2 Protéine
SMNA7
(instable)

Tiré de la myobase de I’AFM téléthon, 2017

Le traitement a été développé selon les directives habituelles :

- Phase pré-clinique : molécule testée chez des souris et des primates non-humains'4,

- Phase 1 : essais de courte durée, chez une petite population de patients atteints de
SMA type Il et III*> afin d’étudier la pharmacocinétique et la tolérance du nusinersen,

- Phase 2 : essais a doses croissantes chez des patients avec une SMA, étude de la
tolérance et de la sécuritél®,

- Phase 3: études randomisées contre population ayant des simulations d’injections.
Les études retrouvaient des résultats significativement meilleurs dans le groupe
traité par nusinersen dés les analyses intermédiaires®’18,

Le nusinersen (ou Spinraza® de son nom commercial) a été autorisé en mai 2017 en France
(et en Europe) et reconnu comme un médicament orphelin, c’est-a-dire utilisé dans une
maladie rare.

Le traitement est administré par voie intra-thécale afin de permettre la distribution aux
tissus cibles du systéme nerveux central. L'injection est faite en 1 a 3 minutes aprés
soustraction d’une quantité équivalente de liquide céphalo-rachidien. La posologie est
adaptée a I'age du patient. Un guidage scopique peut étre proposé lorsque I'abord est
difficile comme par exemple en présence de matériel d’arthrodese vertébrale. La voie trans-
foraminale a été étudiée sans montrer d’avantage. Une étude est actuellement en cours
pour évaluer la faisabilité et I'efficacité d’une forme per os d’un équivalent du nusinersen®®.
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Les injections sont réalisées a JO, J15, J30, J60 puis tous les 4 mois. La concentration
plasmatique maximale est atteinte entre 1,7 et 6 heures aprés l'injection. La demi-vie est
estimée a 4 a 6 mois.

Les effets secondaires ont été étudiés et sont rares et le plus souvent peu séveres : effets
biologiques (thrombopénie et anomalie de coagulation), toxicité rénale et symptomes liés au
geste (syndrome post ponction lombaire). Plus récemment un risque d’hydrocéphalie a été
décrit. Une circulaire a été délivrée aux professionnels de santé et cette complication doit
étre recherchée a chaque consultation.

En suivant ce protocole, nous avons souhaité étudier rétrospectivement |'efficacité et la
sécurité du nusinersen chez les patients de notre centre traités depuis plusieurs mois. Ce
sont les résultats de cette étude que nous présentons dans I'article suivant.

23



ARTICLE

AN OPEN-LABEL STUDY OF NUSINERSEN EFFICACY IN SPINAL
MUSCULAR ATROPHY TYPE 1 AND 2 AFTER ONE YEAR

INTRODUCTION

Spinal Muscular Atrophy (SMA) is now a quite well-known neuromuscular disorder. This
autosomal recessive disorder results in a progressive muscular atrophy including respiratory
muscles, leading to death in less than 2 years for the most severe types (type 1) (cf. Table
1)!. Type 1 typical features are profound weakness and hypotonia, impaired head control,
weak cry and cough, difficulty with swallowing and handling of oral secretion, respiratory
insufficiency and aspiration pneumonia?. The disease is caused by a homozygous deletion or
mutation in the survival motor neuron 1 (SMN1) gene, which results in degeneration of
motor neurons by a decreased expression of the survival motor neuron (SMN) protein3.

All types of SMA combined have an average incidence of around 1 per 11,000 live births.
SMA type 1, 2 and 3 respectively constitute 60%, 27% and 12% of all SMA cases®.

The severity and onset symptomatology of SMA depend on the copy number of SMN2,
another gene involved in SMN protein production, which can partly balance the SMN1
absence. The number of copies of SMN2 genes in an individual determines the severity of
disease - i.e. the more the number of copies the less severe the disease®.

Until recently, there was no hope for recovery and the only proposal for the most severe
patients was palliative with supportive care which has no effect on the pathogenesis of the
disease®.

After years of development, researches lead to nusinersen (Spinraza®), an antisense
oligonucleotid drug acting on pre-mRNA. Its purpose is to increase the amount of functional
survival motor neuron (SMN) protein by increasing the production of full length SMN2
MRNA’.

Major evidence of its efficacy came from interim analysis of a phase 3 study (ENDEAR and
CHERISH)®® whereas SHINE (an open label phase 3) study is still continuing on to evaluate its
long-term efficacy, safety and tolerability.

Nusinersen has been approved in SMA treatment by the FDA since 12/2016 and by the EMA
in Europe since 06/2017 for patients unable to walk independently.

The aim of this study was to assess the motor function evolution after treatment by
nusinersen in patients with SMA type 1 and 2.
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SMA type

Type 1
Type 1 bis
Type 2
Type 3
Type 4

Age of onset

< 3 months

3 - 6 months
6 - 18 months
> 18 months
Adult

Highest motor function

No head support acquired

Don't sit

Sit independently but don't walk
Stand and walk

Normal development in childhood

SMN2 copies
number

lor2
2or3
3
3or4
>4

Prognosis without
treatment

Life expectancy < 2 years
Life expectancy > 2 years
Life expectancy > 2 years
Survival into adulthood
Survival into adulthood

Table 1: Classification of SMA

METHODS

1.

PATIENTS

Patients were selected according the following inclusion criteria: (1) genetically confirmed

diagnosis of 59-SMA (homozygous deletion of exon 7 in the SMN1 gene) with paediatric

clinical onset; (2) age under 18 years old; and (3) treatment with nusinersen started between

May 2017 and July 2018. They all got a medical following in Angers even for those who

received several injections in Paris. No patient had participated in a previous study except

for 2 of them (n° 11 and 13). There was no exclusion criterion.

In all patients, the following data were collected from the medical paper files: sex, SMA type,

age at onset of symptoms, age at start of treatment, orthopaedic, motor, respiratory and

nutritional status, if available.

Motor evaluation, physical examination, global evolution and course of the injection were

recorded at each administration except day 15.

2.

THERAPEUTIC PROCEDURES

In 3 patients (patients n°11, n°13 and n°17), treatments were initiated in Paris (hospitals of

Garches and Bicétre), and were continued in CHU Angers from M2. For 2 other patients,

intrathecal injections became impossible to perform in Angers because of spinal arthrodesis.

These 2 patients completed the treatment in Paris (Garches hospital) where injection were

performed under scopy control (from M6 for patient n°18 and from M10 for n°21). Those

were obligingly sent by neuro-muscular specialized paediatricians.

In all other patients, injections were performed in CHU Angers without any guiding system.
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Nusinersen was administered intrathecally on days 1, 30, and 60, and then maintenance
dose every four months®. The dosage was age-appropriate according to the following
recommendations: 4ml (9.6mg) before 3 months, 4.3ml (10.3mg) between 3 and 6 months
old, 4.5ml (10.8mg) between 6 and 12 months old, 4.7ml (11.3mg) between 12 and 24
months old and 5ml (12mg) over 24 months&.

First step was a lumbar puncture with aseptically preliminary subtraction of cerebrospinal
fluid in an equivalent quantity to that of administrated (around 100 drops). Step two was the
slow injection of nusinersen (over 3 minutes)°.

Injections were performed while patients sitting or lying down, depending on their physical
state and preference. Antalgia was only performed by nitrous oxide and local skin analgesic
cream. We didn’t use subcutaneous local anaesthesia neither oral nor intravenous analgesic.

As potential known side effects are thrombocytopenia, abnormal coagulation, renal toxicity,
lumbar puncture’s complications (headaches, back pain)*? and hydrocephalus?'?, clinical
examinations were performed before and after each injection, and a biological control was
performed before each injection for: plasmatic blood count, coagulation assessment,
electrolytes and proteinuria research.

Average length of hospitalization was 3 hours: one before injection (action of analgesic
cream and time to get biological results) and two after for post-treatment surveillance.

3. ASSESSMENTS

The primary end point was the mean change from baseline in the developmental section
(section 2) of the Hammersmith Infant Neurological Exam (HINE-2 score)*!> (cf. Annex 1).
Its feasibility has been studied in SMA?. It assesses 8 items scored.

Score goes from 0 to 26 with higher scores indicating better motor function.
HINE score was assessed at each injection except day 15.

We chose to follow previous clinical trials and defined a motor milestone response as an
improvement in at least one category of HINE- 2: increase 21 point in categories head
control, rolling, sitting, crawling, standing or walking, or increase 22 points in category
kicking.

The Children's Hospital of Philadelphia Infant Test of Neuromuscular Disorders”'® (CHOP-
INTEND) score was calculated for each patient. This scale allows for a more detailed
evaluation of the motor function with 16 items. Highest score is 64. For children with a
CHOP-INTEND score above 55/64 and over 2 years of age, the Expanded Hammersmith
Functional Motor Scale for SMA® (HFMSE) was added for more functional precisions. This
score ranges from 0 to 66 points with 33 items related to sitting, rolling, crawling, standing,
kneeling, jumping and climbing stairs.
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The subjective impression of parents regarding improvements or worsening was evaluated
during every patient visit. We used the Clinical Global Impressions — Improvement scale®
(CGI-I) from 1 to 7 (1=very much improved; 2=much improved; 3=minimally improved; 4=no
change; 5=minimally worse; 6= much worse; 7=very much worse). It compared the patient's
condition during the one week period just prior to the injection to the condition before
treatment initiation.

4. STATISTICS

Descriptive data analyses were performed for primary and secondary endpoints.

Linear regression analyses were applied to evaluate the effect of age at diagnosis, age at
onset of treatment and bulbar weakness (with dysphagia) on the motor evolution.

RESULTS

1. PATIENTS

21 patients were included. Two patients were twins (n°9 and 10) and one patient had an
associated autistic spectrum disorder (n°5).

The mean age at diagnosis was 15.6 months. Youngest was 2 months old and eldest was 40
months old but had been living in another country until the age of 39 months. Ages at
treatment initiation were very heterogeneous due to the recent approval of nusinersen in
Europe. The mean age was 52.4 months.

Table 2 shows demographic characteristics of the patients and Table 3 details patients’
supportive cares at baseline.

All children were alive at the end of our study.
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TOTAL n=21
Gender

Female (%) 16 (76)
Type

1 3

1bis 4

2 14
Complications

Scoliosis 14

Constipation 13

Dysphagia 6

Table 2: Demographics characteristics of patients

SUPPORTIVE CARES n=21
Orthopaedic
Physiotherapy 20
Arthrodesis 1
Spine orthosis 13
Inferior limb orthosis 14
Upper limb orthosis 3
Stander 12
Manual wheelchair 5
Electrical wheelchair 12
Respiratory
Chest physiotherapy 10
Cough assistance 10
Ventilatory support
Tracheostomy 1
Digestive
Oral caloric supplements 5
Nasogastric tube 2
Gastrostomy 4

Table 3: Supportive cares at baseline

2. PROCEDURES

A total of 121 intrathecal nusinersen injections were performed on 21 children (between
February 2017 and September 2018) with a 96.7% technical success (i.e. 4 failures).
81 were performed in lying position and 40 in seated position. Nitrous oxide was used at
each injection except for patient n°14 as a personal preference.

Treatment duration at the end of the study varied: 18 months for 1 patient, 14 months for 2
patients, 10 months for 7 patients, 6 months for 8 patients and 2 months for 3 of them.
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3. PRIMARY END POINT

Fifteen out the 21 patients (71.4%) showed an improvement in motor function according to

the HINE-2 score (cf. Figure 1). The mean progress on the HINE-2 score was 1.4 points after

60 days of treatment, 2.8 points after 6 months and 4 points after 10 months.

The maximal increase was of 11 points after 14 months (1 patient) (cf. Figure 2). In 6

patients, scores remained stable. Four of them had low baseline score <5/32 and 1 had a

score of 18/32 (n°6). One patient gained 1 point but in category kicking and was therefore

considered stable (n°7).

HINE-2

S 2 NW sy~ 0D

® 9

10 130 160 M6 M10 M14
——] == —0—3 4 == =—f=( == =—@=§ == == ]0—0=11
——1) =013 14 15 16 =@=17 =018 =@=19 =@=20) —9—21

Figure 1: Evolution of HINE-2 score for each patient
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Figure 2: Points gained depending on treatment duration

4. SECONDARY END POINTS

Figure 3 shows improvement on CHOP-INTEND scale for each patient. It couldn’t be assessed
for patient n°5 due to an associated autistic spectrum disorder. The mean progress on the
CHOP- INTEND scale was 3.5 points after 1 month of treatment and 11.4 after 10 months.
One participant had already a maximal score at baseline (n°7). Only 2 patients (9.5%) did not
improve their score, n°9 with a low baseline score of 5/64 and n°19 with a high baseline
score of 62/64.

HFMSE score was calculated only for 10 patients. The mean motor improvement on this
scale was 4.5 points. The highest score obtained by a patient was 46/66 (n°19).

About the subjective improvement, rated by parents on the CGI-I scale, the median score
was 3, or “minimally improve” (mean score: 2.8). An impression of a much improvement (2)
was reported for 10 children at some point of treatment and no change (4) was seen at
some point for 8 children. No patient was common to those 2 groups.

Linear regression analysis revealed that age at onset of treatment had an impact on motor
evolution in HINE-2 score whereas age at diagnosis and bulbar weakness had no significant
impact.
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Figure 3: Evolution of CHOP-INTEND score for each patient
5. SAFETY

Adverse events were observed in 3 patients (17%) but only after 3.6% of injections. Only 4
events occurred: two post—lumbar puncture syndromes, one procedural headache and one
vomiting requiring hospitalization for rehydration. Each side effect resolved in less than 72
hours.

No patient had biological side effect throughout the whole treatment period. They did not
have symptoms of intracranial hypertension or hydrocephalia either.
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DISCUSSION

This monocentric observational retrospective study showed that most patients (15/21,
71.4%) with SMA types 1 and 2 showed an improvement in motor function when treated
with nusinersen. Combined with the one who gained 1 point in category kicking, progress
even reached 76,2%.

Those results are consistent with the phase 3 clinical trials®°.

Four groups of patients emerged from our data. Firstly, patients who had a quite preserved
motor function before treatment (HINE >13) and still progressed with nusinersen (n°14, 17,
19 and 20) (n=4, 19%). Secondly, patients with a quite preserved motor function before
treatment but who remains stable without any improvement (n°6 and 7) (n=2, 9.5%).
Thirdly, patients who started treatment with a weak HINE-2 score (<13) and then progressed
(n°1, 2, 3,4,8,11, 12, 15, 16, 18 and 21) (n=11, 52.4%). And finally, patients who stayed at a
low motor function level even with nusinersen (n°5, 9, 10 and 13) (n=4, 19%).

If a lot of patients clearly benefited from the treatment (third group), we might ask the
guestion about the legitimacy to treat patients with poor health state who ultimately will
not improve. This study was not designed to make a difference between prolonging life and
improving quality of life. Further studies are needed to identify the discriminating factors
between children with improvement potential.

Age at onset of treatment was showed as an independent factor affecting the treatment
efficacy on the motor function. The same was demonstrated in previous studies. So we could
assume that an earlier treatment could lead to a better motor function. This could maybe
prevent an early worsening in younger children with SMA type 1. With the existence of an
effective treatment it seems legitimate to consider the possibility of a new-born screening.

Stronger motor improvement was observed using HINE-2 scale. It should be noted that even
if some progress seemed minor, it could still be significant in the daily-life. The CHOP-
INTEND could identify even very limited motor skills and therefore showed modest
improvement, that way it is easier to conclude that there is an improvement. Then, change
in HINE-2 could be seen as more significant. Furthermore this score was used in principal
clinical trials about nusinersen®® and proved its validity in SMA?®,

There are some limitations in this study. Even if our local cohort is the second largest French
patients’ group treated by nusinersen, the number of patients included remains limited.
Besides, ages at treatment’s initiation were really heterogeneous due to treatment’s
approval date in Europe. It should be noted that we do not have detailed motor function
description of the children before the treatment initiation, which is another limitation of the
study.
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Until recently there was no evidence of major safety concerns of this drug in trials. Potential
side effects were thrombocytopenia, abnormal coagulation, renal toxicity and lumbar
puncture’s complications (headaches, back pain). More recently, some cases of
hydrocephalus were described?!3. Signs of intracranial hypertension were researched at each
appointment of our study and were not found in any patient. This confirms the global safety
of nusinersen?!. This is reassuring about feasibility and tolerability despite initials worries
regarding this vulnerable population.

In conclusion, nusinersen appears a useful and safe treatment of SMA types 1 and 2, but
long-term follow-up are obviously needed to comfort our data. Many questions remain
open. The early identification of good responders remains challenging. Moreover, the
duration of the treatment and effects of a potential stop are unknown. It might lead to a loss
of benefits, a worsening or a stabilization®. This issue should be studied.
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ANNEX 1: HINE-2

Milestone

Head control

Sitting

Voluntary grasp
(note L or R side)

Ability to kick
(supine)

Rolling

Crawling or
bottom shuffling

Standing

Walking

Unable to maintain

head upright

(normal up to 3 months)

Cannot sit

No grasp

No kicking

No rolling

Does not lift head

Does not support weight

Wobbles
(normal up to
4 months)

Sits with support at hips

(normal at
4 months)
o

Uses whole hand

Kicks horizontally but
legs do not lift

Rolls to side
(normal at 4 months)

On elbow

(normal at
3 months)

Supports weight

(normal at 4 months)

Bouncing
(normal at 4 months)

Figure from BIOGEN website « Together in SMA »

Maintained upright
all the time
(normal from 5 months)

Props self up

(normal at
6 months)

Index finger and thumb,
but immature grasp

Upward (vertical)

(nhormal at
3 months)

Prone to supine
(normal at 6 months)

On outstretched hand

(normal at
4 months)

Vo

Stands with support
(normal at 7 months)

Cruising
(walks holding on)

(normal at 12 months)

Stable sitting

(normal at
7-8 months)
-

Pincer grasp

Touches leg

(normal at
4-5 months)

Supine to prone
(normal at 6 months)

Crawling flat
on abdomen
(normal at
8 months)

Stands unaided
(normal at 12 months)

Walking independently
(normal at 15 months)

Pivots (rotate:

(normal at
9 months)

Touches toes

(normal at
5-6 months)

s)

Crawling on hands

and knees
(normal at
10 months)
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Conclusion

1. Bilan

Dans cette étude, nous avons observé des progres moteurs selon I'échelle HINE-2 chez
71.4% des patients. Les patients qui ne progressaient pas restaient stables sur toute la
période étudiée, sans aucun cas de régression motrice sous traitement. De plus, tous les
patients étaient en vie a la fin de I'étude. Selon I'’échelle CHOP-INTEND qui permet de mettre
en évidence des progrés plus précis, 90.5% des patients avaient progressés.

Ces évolutions peuvent sembler minimes pour I’évaluateur mais peuvent pourtant avoir un
impact sur la vie quotidienne en permettant certains mouvements voire en augmentant
I'autonomie. Par exemple, la motricité du membre supérieur peut permettre de porter les
aliments a la bouche bien que cette fonction ne soit pas précisément évaluée par I'échelle
HINE-2. Actuellement dans notre cohorte, 11 patients tiennent assis sans aide dont 3
patients tiennent debout avec aide et 2 patients marchent avec aide. Pour certains autres
patients, d’autres méthodes de déplacement sont rendues possible par les progrés moteurs,
telle que I'utilisation d’un motilo.

Ces résultats sont cohérents avec ceux des principales études de phase 3 concernant le
nusinersen.

Cependant il est important de définir précisément dans les années a venir, les
caractéristiques des patients susceptibles de bénéficier du traitement. En France, I'indication
est actuellement limitée au traitement des patients symptomatiques atteints de SMA type 1
ou 2 n’ayant jamais atteint un stade de marche autonome. Pour certains patients dont
I'atteinte néo-natale est trés sévére, le traitement souléve des questions éthiques sur la
légitimité de stabiliser des patients dans un état clinique responsable d’une grande
dépendance. Il est nécessaire d’obtenir des données a long-terme concernant I'évolution de
ces patients et leur éventuels progrés sous traitement.

Ces patients sont également ceux chez qui 'importance d’un traitement précoce est la plus
marquée, afin de stopper si possible I'atteinte musculaire rapide des premiers mois de vie. Il
semble que plus tot le traitement pourra étre instauré, plus nombreuses seront les fonctions
préservées. Cela concorde avec les conclusions d’études antérieures selon lesquelles une
initiation précoce pourrait maximiser I'effet thérapeutique.
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2. Perspectives

L'intérét d’un traitement précoce ayant été signalé dans plusieurs études, les recherches
actuelles s’attachent a évaluer I'efficacité d’un traitement a un stade pré-symptomatique de
la maladie (étude NURTURE).

Ces observations permettent également d’évoquer la mise en place d’un dépistage néo-
natal systématique. Celui-ci n’était jusqu’ici pas acceptable selon les criteres de 'OMS en
raison de "absence de traitement efficace?°. La limite persistante a la généralisation d’un
dépistage est le colt du traitement, actuellement estimé a environ 80 000 €/dose (soit
250 000€/an/patient apres la 1® année). La faisabilité devra donc étre évaluée par chaque
pays en fonction de son systeme de santé.

Le colt est au cceur des discussions actuelles en France. La commission d’évaluation
économique et de santé publique (CEESP) a conclu en avril 2018 a un ratio colt-résultat
extrémement élevé. Il n’est actuellement pas possible de connaitre les conséquences de ces
évaluations sur la distribution du médicament.

Un autre axe de recherche sera I'évaluation du traitement chez les patients avec une SMA
type 3. En effet, le traitement n’est pour l'instant pas remboursé en raison du manque de
données concernant ce type de SMA ayant amené a une estimation d’un service médical
rendu (SMR) de niveau V (soit nul).

Les équipes et les laboratoires cherchent aussi a produire cette molécule sous une autre
galénique. La mise en place d’un oligonucléotide anti-sens par voie orale faciliterait son
administration et pourrait permettre de réduire les effets secondaires dont ceux liés a la
ponction lombaire (études SUNFISH et FIREFISH).

La recherche thérapeutique concernant la SMA évoluant rapidement, on est en mesure de
se demander quelle sera la longévité de ce traitement invasif et contraignant quant au
nombre d’injections. En effet, de nombreux essais portant sur la faisabilité d’'une thérapie
génique par transfert de gene sont actuellement en cours (études START et STR1VE).

Enfin, il semble nécessaire que dans le futur les études cherchent a définir les critéres d’arrét
de traitement. S’agit-il d’un traitement a vie, comme cela est suggéré par la demi-vie courte
de la molécule ou peut-on espérer un éloignement progressif des doses ? Une régression est
a craindre en cas d’arrét mais il existe peu de données sur ce sujet.
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RESUME DE LA THESE

Introduction L’amyotrophie spinale infantile est une maladie neuro-musculaire caractérisée par une hypotonie
axiale et proximale. Le nusinersen, nucléotide anti-sens permettant d’augmenter le nombre de protéines SMN
fonctionnelles, est autorisé en Europe depuis juin 2017 et a été dés lors utilisé dans notre centre.

Méthodes Les patients présentant une amyotrophie spinale de type let 2 et traités par nusinersen étaient inclus.
Une évaluation motrice par les échelles HINE-2 et CHOP-INTEND était effectuée avant chaque injection.

Résultats Une progression motrice de plus de 2 points sur 1’échelle HINE-2 a été observée chez 15 des 21
patients inclus. La progression moyenne était de 2.8 points a 6 mois et 4 points a 10 mois de traitement. Les
effets secondaires étaient rares et sans gravité.

Discussion Les résultats confirment ’efficacité du nusinersen dans la progression motrice des patients atteints
d’amyotrophie spinale de type 1 et 2.
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