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Edition de génes in vivo
et thérapie génique

Bertrand Jordan

Des débuts tres laborieux

Les premiéres perspectives de thérapie génique sont appa-
rues au cours des années 1970 [1], et les tentatives de
réalisation se sont multipliées au cours des deux décen-
nies suivantes. L'engouement pour cette approche était
considérable, renforcé en France par Iaction de I’Asso-
ciation francaise contre les myopathies (AFM) et son Télé-
thon annuel. Comme je I’ai rapporté dans une chronique
il y a quelques années [2] (=?), la
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milieux patronaux frangais, prévoyait
en 1994 un marché annuel de 50 mil-
liards de dollars américains pour 2010.
€n réalité le marché a cette date de la thérapie génique
s’est avéré quasi nul, aucun des essais menés n’ayant
donné de résultats vraiment concluants tandis que 'un
d’eux entrainait en 1999 le décés d’un jeune volontaire,
Jeffe Gelsinger. Au cours des années suivantes, les labo-
ratoires impliqués se sont attachés a mieux comprendre
les mécanismes cellulaires mis en jeu lorsqu’on introduit
un vecteur portant un géne thérapeutique, a améliorer ces
vecteurs et leurs modes d’administration, a augmenter
I’expression des genes transférés, et ces patientes mises au
point ont enfin abouti a quelque vrais (=) Voir la Chronique
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CRISPR en thérapie génique : premiers résultats

Entre-temps était apparue, a partir de 2012, une nouvelle
technique sur laquelle beaucoup d’espoirs ont été immé-
diatement fondés. Il s’agit bien siir du
systéme CRISPR-Cas9 [4] (=) aussi
appelé « €dition du génome » ou, de
facon plus imagée « Ciseaux molécu-
laires ». Contrairement a la thérapie génique « classique »,
ol I'on tente d’ajouter au génome du patient un exemplaire
fonctionnel du gene en cause, cette technique offre en
effet la possibilité de réellement corriger une mutation
pathogeéne, de rétablir la séquence normale du géne, ou,
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éventuellement, de I'inactiver de maniere spécifique
[5] (=9).

Parmi les premiers résultats positifs, il faut citer le
travail d’une équipe nord-américaine [6] qui a traité
des patients atteints de béta-tha-
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en inactivant, grdce au systéme
CRISPR-Cas9, un gene qui norma-
lement réprime, a I"dge adulte, la
synthése de ’hémoglobine feetale. Du coup, le patient
synthétise ce type d’hémoglobine, ce qui traite effica-
cement I’affection. Deux bémols cependant : I'essai a
porté sur un tout petit nombre de patients, et surtout,
la modification par CRISPR-Cas9 se fait ex vivo, sur des
cellules manipulées au laboratoire. Une fois modifiées
in vitro, celles-ci doivent étre réintroduites apres éli-
mination des cellules hématopoiétiques du malade par
chimiothérapie — une procédure lourde et relativement
risquée.

Le passage au traitement in vivo

L'approche ex vivo est évidemment limitée aux cas ou
les cellules dont on veut modifier PADN peuvent étre
prélevées, traitées in vitro puis réintroduites chez
le malade. Cest loin d’étre le cas général pour les
affections héréditaires... Un pas vers I’in vivo a été
franchi avec un traitement par CRISPR-Cas9 pratiqué
par injection dans la rétine d’une construction visant a
traiter "amaurose congénitale de Leber en supprimant
dans le gene CEP290 (centrosomal protein, 290-Kd) une
mutation responsable de cette affection. L'essai est
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encore en cours, mais il est trés prometteur [7]. Uarticle qui fait I’objet
de cette chronique [8], lui, rapporte un travail plus avancé et fournit
nombre d’informations précises. Il décrit le traitement par thérapie
génique CRISPR-Cas9 in vivo d’une affection rare (de fréquence d’environ
1/50 000) mais grave, I’amylose & transthyrétine héréditaire. Cette mala-
die est causée par une mutation dans le géne TTR (transthyretin) qui code
une protéine plasmatique, la transthyrétine (TTR), produite dans le foie
et impliquée dans le transport de la vitamine A. La mutation provoque la
synthése d’une version anormale de cette protéine qui forme des fibrilles
amyloides et cause des problémes cardiaques graves entrainant le déces
au bout de quelques années. U'affection est autosomique dominante,
la présence de TTR anormale provoquant I’amylose, méme en présence
d’un excés de TTR normale. Comme plus de 100 mutations pathogenes
différentes ont été répertoriées dans le gene TTR, il n’est pas possible de
« réparer » ce gene en rétablissant la séquence normale ; I’objectif de la
thérapie génique va étre d’inactiver le gene TTR mutant pour éliminer la
formation de fibrilles amyloides. Ce faisant, on va aussi inactiver le géne
TTR normal situé sur ’autre chromosome, et donc abolir la synthése de
cette protéine ; mais il est possible de remédier a son absence en admi-
nistrant au patient de la vitamine A.

Une mise au point tres sérieuse

Le travail, rapporté dans un article du New €ngland Journal of Medicine
(NE/M) sous un titre sobre mais explicite, « CRISPR-Cas9 In Vivo Gene
Editing For Transthyretin Amyloidosis », implique plusieurs laboratoires
britanniques et néo-zélandais, ainsi que deux entreprises, Intellia The-
rapeutics et Regeneron Pharmaceuticals, toutes deux nord-américaines.
Notons qu’/ntellia est une société fondée en 2014 par Jennifer Doudna,
co-découvreuse du systeme CRISPR-Cas9 avec la frangaise Emmanuelle
Charpentier [9] (=») et qui a pour objectif de déve-
lopper les applications cliniques de cette technique.
Une partie trés importante de la mise au point a été
consacrée aux nanoparticules lipidiques chargées de transporter le sys-
téme CRISPR-Cas9 jusqu’a sa cible (Figure 1).
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Figure 1. La particule lipidique utilisée pour ’édition de génes in vivo (extrait

partiel et modifié de la figure 1 de [8]).
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Le produit a utiliser pour la thérapie génique, baptisé
NTLA-2001, est donc constitué de nanoparticules qui
renferment un ARN messager (de séquence adaptée aux
cellules eucaryotes) codant I’enzyme Cas9, et un ARN guide
contenant une séquence qui cible le géne TTR. Le tout est
empaqueté dans une particule lipidique dont la compo-
sition précise est un secret industriel (proprietary) et qui
assure, outre la protection de son contenu jusqu’a 'arrivée
dans une cellule, un ciblage spécifique vers les hépatocytes
qui sont le site quasi-exclusif de synthése de la protéine
TTR. Lors de I’entrée de la nanoparticule dans I’hépatocyte,
I’enveloppe est dégradée, I’ARN messager Cas9 libéré est
traduit pour donner la protéine Cas9 qui s’associe avec
I’ARN guide. Le complexe ARN guide/Cas9 est alors inter-
nalisé dans le noyau et va effectuer une coupure double
brin dans I’ADN au niveau du géne TTR (reconnu par I’ARN
guide) ; les systémes de réparation présents dans le noyau
vont ensuite réparer cette coupure par jonction d’extrémi-
tés non homologues (NHE/, non-homologous end joining),
ce qui modifie le cadre de lecture de la protéine et, en
général, abolit sa synthése.

Tout ceci est bien beau en théorie, mais cela fonctionne-
t-il réellement ? Les essais précliniques approfondis de
NTLA-2001 donnent une réponse positive. Pratiqués dans
un premier temps sur des hépatocytes humains en culture,
ils ont montré I'inactivation du gene TTR et une réduction
supérieure a 95 % du niveau de la protéine TTR ainsi qu’une
absence de coupures parasites (off-target), méme en pré-
sence de tres fort exces du complexe ARN guide/Cas9. Des
essais réalisés sur des souris transgéniques portant le géne
TTR humain normal ou mutant ont confirmé que le systeme
fonctionnait chez I'animal avec un effet perdurant au-
dela de 12 mois. Point important : sur les souris traitées,
une résection des 2/3 du foie suivie de sa régénération
permet de voir que la quasi-abolition de synthese de TTR
se retrouve dans la partie régénérée, confirmant qu’il y a
bien eu thérapie génique durable et non effet transitoire.
Des études ultérieures réalisées sur le macaque (Macaca
fascicularis) (avec un ARN guide adapté a la séquence du
geéne TTR de cette espéce) ont montré une réduction impor-
tante (supérieure a 94 %) et durable (au moins 12 mois) du
taux de TTR sérique et ont permis d’évaluer la dose a uti-
liser pour les essais cliniques. Au total donc, un ensemble
d’études précliniques sérieuses dont les résultats positifs
permettent d’envisager le passage a un essai de phase I.

Lessai clinique : limité mais prometteur...

Uessai clinique a débuté fin 2020, avec des résultats pré-
vus en 2022 et 2024 : les données de I’article commenté ici,
publié début 2021, sont donc tres préliminaires. Cet essai
de phase | est destiné avant tout a évaluer la sécurité et
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Figure 2. Baisse progressive de la concentration sérique de la protéine

SUMMARY
In vivo gene editing for gene therapy
In vivo gene editing has been achieved in a phase | clinical trial and
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ou mutante), observée sur plusieurs patients avec une
cinétique de I'ordre du mois et dépendant de la quantité
de produit NTLA-2001 administrée au malade. C’est donc
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