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La thérapie génique consiste a intégrer dans les cellules un
gene-médicament afin gu’elles fabriquent une protéine
susceptible de résoudre 'anomalie responsable de la maladie.

Autorisée
Thérapie génique somatique (dans cellules non germinales).

Non autorisée

Thérapie génique germinale. Cette méthode pose des problemes éthiques,
notamment parce gu'elle touche au patrimoine héréditaire de 'homme.



Le gene est une portion d’acide desoxyribonucléique (ADN), le support de
notre information génétique. Les genes contrdlent la fabrication des protéines
Indispensables a la survie de la cellule.
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Code génétique ATCG

Nombre de genes codant une protéine environ 30 000.



Une cellule humaine est capable de traduire en protéine n’importe
qguel gene, y compris si celui-ci ne fait pas partie du stock de genes
humains.

Introduire un gene sain dans le noyau de |a cellule malade

- Connaitre I'anomalie génétique a l'origine de la maladie,
- Connaitre la fonction du gene que I'on insere et que cette fonction
puisse résoudre le mécanisme pathologique a I'origine de la maladie.



1 gene défectueux =—=p  une maladie

Mucoviscidose
Maladie héréditaire la plus fréquente en Europe avec une fréquence
a la naissance de 1/2500.
Les manifestations les plus graves : problemes respiratoires et

digestifs. Responsable:

Cl Mutation dans le gene CF code une
extérieur - protéine CFTR membranaire
@ responsable du flux d'ions chlorure

i

Conséquence:

Ces troubles ont pour origine la
sécrétion d'un mucus trop épais,
qgui bouche progressivement les
canaux présents dans les organes
Cl (bronches, canaux biliaires, canaux
pancréatiques ...).

intérieur



Mucoviscidose

Mutation AF508
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Transfert de genes

Méthodes & Vecteurs



Transfert de genes

membrane
plasmigue

appareil de Golgi mitochondrie paroxysome

vesicule am:rcjrluthual
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N
gene

— ADNCc (sequence codante

Régions régulatrices (promoteur et enhancer)
-déterminent la spécificité de tissu
-déterminent le niveau d’expression
-permettent la régulation de ’ADNc

Plasmide ou vecteur viral

Vecteurs

Vecteurs non viraux Vecteurs viraux



Essais cliniques
Les Vecteurs utilisés

Adenovirus 23.3%
Retrovirus 19.7%
Naked/Plasmid DNA 18.3%
Vaccinia virus 7.9%
Lipofection 5.9%

Poxvirus 5%
Adenc-associated virus 4.9%
Herpes simplex virus 3.1%
Lentivirus 2.9%

Other categories 5.6%
Unknown 3.4%

1850

www. wiley_co.uk/genmed/clinical

Vecteurs Viraux 67%



Les Vecteurs Viraux



Les Vecteurs Viraux

Grace aux virus dont on connait bien le génome, on dispose de vecteurs
pour la thérapie génique

Vecteurs Rétroviraux, dérivés des rétrovirus de la leucémie murine (MLV,
virus de Moloney)

Vecteurs Lentiviraux, dérivés du virus VIH

Vecteurs Adénoviraux, dérivés des virus responsables notamment de rhino-
pharingytes qui pénetrent efficacement dans les cellules pulmonaires

Adeno-associated virus (AAV), virus non pathogenes tres répandus chez
I'homme.




Les Vecteurs Viraux

séguence géne de géne de
d’expression des réplication de fabrication de
génes viraux I’ADN viral la capside

génie génétigue i

virus AAV original

géne thérapeutique

protéines
thérapeutiques

p— I

vecteur viral

Fabrication et utilisation
d'un vecteur viral cellule malade
thérapeutique de type AAV.



Les Vecteurs Viraux

Rétrovirus Lentivirus Adénovirus AAV
6-8 kbp 8 kbp 8 kbp 4,5 kbp

Dystrophine : 14 kbp
Minidystrophine : 6-8 kbp

)

géne thérapeutique

protéines
thérapeutiques

—> Y °

vecteur viral

Fabrication et utilisation
d'un vecteur viral cellule malade
thérapeutique de type AAV.



Production des Vecteurs Viraux pour la thérapie génique

Lentivirus

o Envelope anv
__ Surface projections
- Quter anvelope

Matrix gag
~ Major Capsid  gag
Nucleocapsid gag

génome

© e TOVErSe transcriptase




Production des Vecteurs Viraux pour la thérapie génique

3 plasmides a transfecter pour faire un lentivirus recombinant

@ Plasmide vecteur (pTrip CMV GFP) contient le gene thérapeutique

I ! e GPFTCTS  — RCMV -—:l:]

Plasmide d’encapsidation (p8.91):
exprime les protéines nécessaires a la formation de la capside (gag et pol),
des éléments de régulation (tat, rev) et délété de la séquence |

AY
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Plasmide d’enveloppe (pVSV-G):
exprime la glycoprotéine d’enveloppe du virus de la stomatite vésiculaire (VSV-G)




ensemencement

Plasmide

Génoms O
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Cellule bactérienne
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Production des Vecteurs Viraux pour la thérapie génique
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Cellules humaines HEK293T Particules virales

plasmides




Production des Vecteurs Viraux pour la thérapie génique
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Production
a grande échelle

bioréacteurs de 200 litres
3

Purification controle qualité des vecteurs

Gt



Production des Vecteurs Viraux pour la thérapie génique

Quelques chiffres

Thérapie génique Hémophilie B Facteur IX

Quantité injectée d’AAV par patient 2x10%! particules virales par kg
soit 1,5 x 1013 (15 000 milliards) par patient de 70 kg

Quantité d’AAV produite par cellules: 15 000 particules virales
par cellules

X 1 milliard

Si 100% R% 1 litre de culture
souvent seulement 1% : 100 litres de culture



Production des Vecteurs Viraux pour la thérapie génique

Production a grande échelle de vecteurs AAV- vecteurs
lentiviraux Institut des Biothérapies:
Généthon a Evry et Atlantic Gene Therapies a Nantes

Généthon Bioprod en chiffres

-5 000 m? dédiés a la bioproduction et au controle des
produits de thérapie génique
- Production de 20 lots cliniques par an a pleine
capacité

- Jusqu’a 800 litres de culture en bioréacteurs pour
les produits de type AAV (4 bioréacteurs de 200 litres)

- Jusqu’a 100 litres de culture pour les vecteurs de

type lentivirus



Les Vecteurs Viraux

Problemes liés a leur utilisation
Insertion aléatoire du gene dans le génome
Risque d’activation de genes endogenes: cancer

Stabilité moyenne (car extra-chromosomique): élimination

Risque de recombinaison avec un virus sauvage

Difficulté de régulation de I'expression du gene thérapeutique
Taille du gene thérapeutique

Immunogeénicité potentielle

Toxicité

Production a grande échelle difficile et colteuse



Les Vecteurs Synthétiques

Polymeres cationiques

Liposomes cationiques



Polymeres cationiques
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Liposomes

..........................

vésicules lipidiques




Liposomes cationiques

Groupement

hosphate
Hydrophile phosp

Glycérol
ouU

Hydrophobe

Acides gras



ADN

Liposomes cationiques

Complexes électrostatiques



Essais Cliniques avec Vecteurs Synthétiques
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Cancer de la vessie
Israel

Vaccin anti-VIH
Hongrie

Cancer du pancréas
Toulouse




Essai Clinique avec Vecteurs Synthétiques
Mucoviscidose

certaines cellules
. |njégren1
I'alléle normal

2013; En Angleterre; ~ 100 malades



Recherches sur les Vecteurs: Objectif

membrane
plasmigue

apparell de Golgi mitachondrie paroxKysome
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Recherches sur les Vecteurs: Quel chemin?

apparell de Golgi

vesicule exocylotique

molécule dadhérence

mem brane
plasmigue

mitachondrie

paroxysome




Molécules de ciblage

Sucres
Galactose/lactose : Hepatocytes (foie)

Mannose : macrophages; cellules dendritiques (immunite)
Protéines

Transferrine : cellules tumorales
Vitamines

acide folique : cellules tumorales
Peptides

RGD peptides : vascularisation tumorale



Virus artificiel

Extérieur

Membrane Intérieur

Microtubules

vésicule

I




Virus artificiel

Extérieur

Membrane Intérieur

5

Microtubules

vésicule




Virus artificiel

Extérieur

Membrane Intérieur
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Virus artificiel
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Methodes physiques



Sonoporation
Ultrasons et bulles de gaz

Microbulles de gaz

+——gaz

coque

Diametre: 3 um



. .. \ Expression du gene
Injection du gene

et des bulles
dans tendon d’Achilles -

-,

¢ :?3:

10° 3

Y
o
1
| W —
e
|
—
|
|
|3

—_
o
n
|

Bioluminescence (p/s)
M .......Ia‘ PR .......-\'I PR
+
-
p)

(]

application des US

10+ —1—T—T—T—T1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Time (Days)



Régénération des fibres de collagene dans le tendon d’Achille

Tendon normal Tendon fmod KO

Tendon fmod KO Tendon fmod KO
US + bulles + géne fmod bulles + gene fmod



Thérapie Génique
Les succes



Essais cliniques

Répartition géographique

USA 63.7%

UK 11%
Germany 4.4%
France 2.9%
Switzerland 2.7%
Metherlands 1.7%
Australia 1.6%
Belgium 1.5%
China 1.4%
Canada 1.3%
Other countries 7.8%

www. wilayco.uk/genmed/clinical

1850



Essais cliniques

phase I/l : évalue la faisabilité/toxicité
phase II/11l : évalue I'efficacité.

phase Il : étude comparative de I'efficacité

N

Phase | 59.6%
Phase I/1l 19%
Phase Il 16.7%
Phase 11/1ll 0.9%
Phase Il 3.6%
Phase IV 0.1%

1850

www. wilay.co.uk/genmed/ clinical



Maladies Rares
Il en existe entre 5 000 et 8 000.
Environ 80 % sont d'origine génétique.
65 % sont graves et invalidantes
Prévalence faible, entre 1/1000 et 1/200000.

4 a 6% de |la population, soit 3 millions de Francais et 25
a 30 millions d’Européens.

sclérose latérale amyotrophique 8 000
mucoviscidose 5 000 a 6 000
myopathie de Duchenne 5 000
maladies lysosomales > 2 500
leucodystrophie 400 a 500



Maladies Rares et Maladies Génétiques

1 gene défectueux —p une maladie

solution: remplacer le géne défectueux



Dystrophie musculaire des ceintures : Alpha ou gamma-sarcoglycane
Myopathie myotubulaire : la myotubularine

Leucodystrophies: ABCD1 (Transporteur transmembranaire)
Epidermolyse bulleuse : collagene VIl ou laminine

Déficits immunitaires combiné sévere lié au déficit en adénosine
déaminase, I’ADA-SCID : Adénosine déaminase (ADA).
Béta-hémoglobinopathies : B-globine.

Pathologies de la rétine amauroses : Enzyme RPE65

Maladie de Criggler-Najar de type 1

UGT1A1 : UDP-GLYCOSYLTRANSFERASE 1 POLYPEPTIDE A1l
Maladies lysosomales, Mucopolysaccharidoses

Maladie de San Filippo : NAGLU N-Acétylglucosaminidase; SGSH

Enzyme activateur des sulfatases



2 strategies

A s
gene i::} vecteur

Thérapie Génique Thérapie Génique et Cellulaire
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Présentateur
Commentaires de présentation
Présentation multiepitopique (ADN,ARN) de facon naturelle

Préparation DC 


Société Européenne de Thérapie Génique et Cellulaire
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Succes de la Thérapie génique (ex vivo)

2000 Déficits immunitaires

‘enfants bulles' porteurs d'un grave déficit immunitaire combiné lié
au chromosome X (SCID)

Mutations du gene codant pour la sous-unité yc qui conduisent a un
défaut complet de développement des lymphocytes T et des cellules
natural killer. Létale au cours de la premiere année de vie en
I’absence de greffe de moelle osseuse allogénique.

(Alain Fischer et Marina Cavazzana-Calvo Necker France).



Succes de la Thérapie génique (ex vivo)

2000 Déficits immunitaires

gene codant pour la sous-unité yc

@,

d’un rétrovirus
vecteur du
géne sain

. e
panction de moelle »
0sseuse contenant v
des cellules @ @ @ multiplication
des cellules cormigeées

Precurseurs

France + Angleterre : une vingtaine d’enfants traités par thérapie génique.



Succes de la Thérapie génique (ex vivo)
Déficits immunitaires

2002
Leucodystrophies

Thérapie génique ex vivo avec des cellules
hématopoiétiques génétiguement modifiées avec le
gene de
I"’adénosine déaminase (ADA) .

Pour ’ADA-SCID, 'essai italien mené au TIGET (Milan) a
permis de traiter avec succes 12 enfants atteints.



Succes de la Thérapie génique (ex vivo)
2009 I’adrénoleucodystrophie (ALD)

L’ALD est une maladie génétique rare du groupe des
leucodystrophies.

Sa forme la plus grave et la plus fréquente entraine une
destruction de la myéline du cerveau.

Résulte d’'une mutation du gene ABCD1 localisé sur le
chromosome X.

L'équipe francaise du Pr Aubourg et du Dr Cartier
(Hopital Saint-Vincent de Paul, Inserm)

Deux enfants ont été traités avec succes avec le gene ABCD1 dans
un vecteur dérivé du virus VIH.



2011 Succes de la Thérapie génique (in vivo)

Maladie de Parkinson
Plus de 100 000 personnes en France

Des chercheurs francais (hopital Henri-Mondor) et britanniques
ont réussi a améliorer les symptomes de la maladie de Parkinson
chez 15 patients atteints d’'une forme avancée de la maladie,
avec des résultats encourageants.

Injection de trois genes essentiels pour la synthese de la
dopamine dans le cerveau grace a un vecteur viral, un lentivirus
équin rendu inoffensif dans le cerveau.

un an apres, leur motricité s’est améliorée et le traitement est
bien toléré.



Succes de la Thérapie génique (in vivo)
2011 Hémophilie B
Maladie génétique héréditaire touchant 1 garcon sur 30 000
naissances. En France, on dénombre environ 5 200 hémophiles B, dont
2 000 présentant une forme sévere de la maladie.

Une équipe anglo-américaine a réussi a guérir durablement quatre
patients atteints d’hémophilie B.

Injection directe d’un virus atténué transportant le gene codant le
facteur IX de la coagulation, faisant défaut dans ’lhémophilie B.

Le virus a rejoint les cellules du foie qui se sont mises a synthétiser le
facteur IX, rétablissant ainsi le fonctionnement normal de la
coagulation sanguine.

Avec plusieurs mois de recul, I'essai clinique a bien fonctionné chez
guatre patients sur six.



Succes de la Thérapie génique (in vivo)

Maladies de la rétine

I’amaurose congénitale de Leber est une maladie
héreditaire des yeux lié au gene RPE65, marquée
par un déficit des photorécepteurs. qui conduit
généralement a la cécité a I’age adulte.

12 patients, dont quatre enfants agés de 8 a 11 ans,

La réception de la lumiere et I'extension du champ visuel ont été
améliorées chez tous les patients, mais les meilleurs résultats sont
obtenus chez les enfants. Ceux-ci ont pu de nouveau déambuler
dans une piece comportant des obstacles, méme avec peu de
lumiere.

Cette amélioration s’est maintenue sur les deux ans qu’a duré
’étude.



Aujourd’hui, pratiquement toutes les
maladies sont susceptibles d’étre traitées
un jour par une thérapie génique.



Thérapie Génique et cancer

Stratégies

Stimulation des réactions de défense normales :

e |[njection dans les lymphocytes d’'un gene exprimant une
cytokine (Interleukine Il) substance qui détruira les cellules
cancéreuses, appelée.

e Vaccination antitumorale
Injection dans la cellule tumorale d’un gene antigene afin
d’augmenter les réactions de défense immunitaire

Géne suppresseur de tumeur: L'introduction du gene p53 naturel
dans les cellules tumorales pour bloquer la division des cellules.

Geéne "suicide". Injection dans la cellule tumorale d’une
enzyme la rendant sensible a un agent toxique.



Thérapie génique et cancer : Gene Suicide

Activation spécifique d'une pro-drogue G non toxique en drogue cytotoxique
uniquement au sein des cellules tumorales transfectées avec le gene suicide.

Gene suicide tk = thymidine kinase du virus de |I'herpés (HSV) de type 1

Vecteur

Tumeur

Des essais de phase Ill sont en cours dans le traitement du glioblastome.



Stratégies Innovantes



THERAPIE GENIQUE
1- Transfert du gene
2- Techniques émergentes:
La chirurgie du gene
Réparer le gene lui-méme.
Apparues il y a moins d’une dizaine d’années

Techniques tres pointues déja a I'essai chez ’'Homme.

- Le saut d'exon

- Méganucléases



Dystrophie Musculaire de Duchenne (DMD)

La myopathie de Duchenne est la maladie génétique des muscles
squelettiques la plus courante.

Fréguence de une pour 3.500 naissances chez les garcons, soit
environ 40.000 cas aux Etats-Unis et en Europe Occidentale.

En France: 5 personnes sur 100 000 soit 2500 a 3000 personnes.



Section d’un muscle

Faisceau de Fibres
Musculaires
Membrane d’une Fibre Musculaires
(localisation de la dystrophine)

Complexe macromoléculaire des protéines associées a la Dystrophine

Membrane de la cellule
musculaire

- -

i-."  Dystrophine
S - Matrice extracellulaire

Distribution membranaire de la Dystrophine dans un muscle sain

Le déficit en dystrophine est a I'origine de la maladie de Duchenne.



Le déficit en dystrophine est a 'origine de la maladie de Duchenne.

il
uscie malade Muscle sain

dystrophine

e
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ARN pré-messager
délété de I'exon 50 = * ™ 48 49 51 52

UluU U

r

epissade : élimination des introns

ARN messager ' I | GG
non fonctionnel
message illisible

X

Pas de dystrophine

La délétion de I'exon 50 du géne DMD provoque un décalage du cadre de lecture.
La dystrophie musculaire de Duchenne résulte dans 65% des cas du manqgue (délétion), dans le
gene DMD codant la dystrophine, d’un ou plusieurs exons provoquant un décalage du cadre de

lecture (ici, il s'agit de I'exon 50) : la dystrophine n’est pas synthétisée.




ARN pré-messager 4 . m
délété de I'exon 50

épissage  saut de I'exon 51
ARN messager mar
fonctionnel mmm
cadre de lecture rétabli

l

Dystrophine raccourcie mais

A ' sites d'épissage - fonctionnelle
. ; G.".‘QDHL."C.‘E‘D:’."O‘EE anti-sens cibles

Le saut de I'exon 51 rattrape un cadre de lecture fonctionnel en éliminant un ou
plusieurs exons de I’ARN pré-messager anormal.

Certes, la dystrophine produite est plus courte (quasi-dystrophine), mais elle est fonctionnelle.
Pour induire un saut d'exon, les chercheurs interviennent au niveau de la réaction d’épissage
de 'ARN a l'aide de petits ARN artificiels anti-sens (oligonucléotides anti-sens) spéecifiques des
exons qu’ils cherchent a exclure.




Le saut d’exon
Petits ARN antisens
PROO051 est une molécule d’ARN de 20 nucléotides
5’-UCAAGGAAGAUGGCAUUUCU-3’

UCAAGGAAGAUGGCAUUUCU

AGUUCCUUCUACCGUAAAGA

[ntron 49/50 - Intran 51 =E== :Pr&mRNA

J'-.F

Dystrophine fonctionnelle



Effet d’une simple dose de I'oligonucléotide antisens PRO051
(0,8 mg) en intramusculaire

Biopsies apres 28 jours

DMD

Patient 1 Patient 2

Patient 3 Patient 4

normal




Le gene dystrophine est porté par le chromosome X et fait 2,4 Mb.
Il code un ARNm de 14 kb qui contient 79 exons

DMD: 6 exons défectueux (45, 53, 51, 44, 50 et 8)

Exon 51: 13 % des patients souffrant de DMD.

40 % environ des patients atteints de DMD pourraient bénéficier
~ du saut exon
\. )

PRO“ _ENSA

PROO051



Dystrophie Musculaire de Duchenne (DMD)

PRO L ENSA ' Essais Cliniques saut d’exon MAFM

F"

Labo

Phase |

PRO051

PRO044

PRO045

PRO053

PRO052

PRO055

\szodatlon Frangalss contra las Myopathlas ¢



Dystrophie musculaire de Duchenne et de Becker

Pré-clinique / Saut d'exon par injection d'un virus AAV transportant
le gene U7 associé a un ARN anti-sens (AAV-U7)

m

U7-5D23/BP22
ITR ITR

a UifsnRNA

U7 promater I l

U7-5D23/BP22

JJSEIEEJ"E-F'EE-_____s_r']D-'-"T hair pin

-

GGLCAAACCUCGECUUACCUAAAUAGAAGUUCAUUUACACURAT



Administration intramusculaire ou la perfusion de la patte
antérieure de chiens GRMD par des snARN U7 un vecteur AAV1.

e | R

- Expression de la dystrophine restaurée dans les fibres musculaires
transduites

- Altérations dystrophiques corrigées

- Force musculaire partiellement restaurée.




Conclusion

Essais cliniques de plus en plus nombreux
Résultats tres positifs
Pour maladies génétiques ou non
Rendre les vecteurs viraux les plus inoffensifs possibles
Ou les remplacer par des vecteurs synthétiques
Multidisciplinarité de la recherche

Chimie, biologie cellulaire,
biologie moléculaire, physique



Conclusion

La thérapie génique: ¢a marche
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Transfert d’acides nucléiques par des systemes non viraux
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Présentateur
Commentaires de présentation
Pour son étude expérimentale, le modèle murin reste un outil de choix. En effet, plusieurs lignées de mélanome ont été établies telles que K1735, S91-M3 ou la lignée B16. Pour ces travaux nous nous sommes attaché a cette dernière pour différentes raisons.

	La première est que la lignée B16 assez bien caractérisée. Issue de souche C57BL/6, elle nous permet d’accéder facilement à une approche in vivo avec les animaux à notre disposition. On peut ainsi procéder, comme vous le verrez plus loin, à une implantation syngénique de cellules B16 et observer les résultats du traitement sur l’évolution tumorale.

	La seconde raison est qu’il existe plusieurs variantes de la lignée B16 définie d’après leur pouvoir invasif. Par exemple, la lignée B16F1 est définie comme étant non métastatique au contraire de la lignée F10.

	Enfin, cette lignée cellulaire exprime les homologues murins des principaux antigènes tumoraux définissant le mélanome chez l’homme, et que je vous ai citer précédemment.�

	L’antigène que nous avons choisi d’exploiter dans ces travaux est l’antigène MART1, pour Melanoma Antigen Recognized by T cells, également appelé « MelanA ». Bien que défini en tant qu’antigène tumoral en ??? par ???, c’est une protéine membranaire de 118aa, dont la fonction reste à ce jour mal connue.

Comme le montre les analyses en cytométrie de flux ci-contre, aucune détection de l’antigène par un anticorps anti-MART1 n’est observable à la surface des cellules B16F10, par contre après perméabilisation et fixation au méthanol, la quasi-totalité des cellules sont positives ce marquage.

Ces résultats indiquent que MART1 est bien exprimé dans les cellules B16 mais son expression est essentiellement intracellulaire. 

Par conséquent l’établissement d’une vaccination anti-B16 ne pourra théoriquement se faire que par la mise en place d’une réponse de type CTL, les anticorps n’ayant pas accès au compartiments intracellulaires.



La lignée tumorale étant défini reste a sélectionnée un modèle de cellules dendritiques.
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